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 RESUMO 
 
O metapneumovirus humano (hMPV) é um membro da família Paramyxoviridae que 
foi descrito em 2001. O vírus tem sido associado com infecções respiratórias agudas 
(IRA) que variam desde o comprometimento do trato respiratório superior até formas 
graves de bronquiolite e pneumonia. O presente estudo teve como objetivos: 
padronizar um teste de RT-PCR para diagnóstico de rotina do hMPV; validar um 
controle positivo para esta metodologia; determinar a presença deste vírus em casos 
de IRA em pacientes hospitalizados e ambulatoriais na cidade de Curitiba - Sul do 
Brasil e descrever os dados clínicos desta infecção pelos diferentes subtipos de 
hMPV detectados. O estudo foi realizado retrospectivamente em 1.572 amostras de 
aspirado de nasofaringe, durante um período de três anos. O RNA foi extraído pelo 
método do tiocianato de guanidina e a RT-PCR realizada para amplificar um 
fragmento de 928pb do gene N do hMPV. O produto de PCR foi clonado, 
caracterizado e usado para padronizar a reação de RT-PCR. A subtipagem dos vírus 
detectados foi realizada por seqüenciamento genético. Os dados clínicos dos 
pacientes infectados foram obtidos dos prontuários médicos. Padronizou-se um teste 
de RT-PCR com um limite de detecção de 180 cópias/reação. O hMPV esteve 
presente em 61 (3,9%) amostras e os subtipos A1, A2a, B1 e B2 foram detectados 
entre os anos de 2006 a 2008. O vírus circulou durante todo o ano, sendo observada 
uma maior incidência em dois momentos: um no outono e outro no inverno e início 
da primavera. Co-infecções com outros vírus respiratórios foram observados em 16 
(27,0%) casos. A prevalência do hMPV foi maior nos pacientes ambulatoriais (5,9%), 
cuja mediana de idade foi de 8,3 anos (variando de 6 meses a 75 anos), do que nos 
pacientes hospitalizados (4,1%), cuja mediana de idade foi de 4,8 meses (variando 
de 1 mês a 26 anos). Os pacientes atendidos em ambulatório desenvolveram 
infecção no trato respiratório superior, com sintomas gripais e todas as crianças 
hospitalizadas tiveram comprometimento no trato respiratório inferior. Um paciente 
pediátrico foi a óbito devido a complicações associadas à infecção pelo subtipo A2a 
do hMPV. Com esta pesquisa, observou-se que o hMPV foi detectado em pacientes 
com infecção respiratória de todas as faixas etárias. Diferentes subtipos do vírus 
podem circular no mesmo ano e nenhuma associação foi observada entre o subtipo 
viral e gravidade da infecção na população analisada.  
 
 
Palavras-chave: Metapneumovirus humano. RT-PCR. Subtipos. Infecção 
respiratória. Pacientes hospitalizados. Pacientes ambulatoriais. 
 
 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
Human metapneumovirus (hMPV) is a member of the Paramyxoviridae family that 
was described in 2001. It has been reported as an important agent involved with 
acute respiratory infections (ARI) and may cause from upper respiratory tract 
infection to bronchiolitis and pneumonia. The present study was aimed to standardize 
a RT-PCR assay for routine hMPV diagnosis; validate a positive control for molecular 
tests; identify hMPV as the etiological agent of ARI in pediatric and HSCT 
hospitalized patients and outpatients in Curitiba city - Southern Brazil and describe 
clinical data of hMPV subtyping. The study was performed retrospectively in 1,572 
respiratory samples over a period of three years. RNA was extracted by the 
guanidiniun thiocyanate method and reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) assay was performed to amplify a 928pb fragment of the hMPV N gene. 
The PCR product was cloned, characterized and used to standardize the RT-PCR 
assay. Subtyping was performed by nucleotide sequencing. Clinical data were 
obtained from medical records. It was standardized a RT-PCR assay with a detection 
threshold of 180 copies/reaction of NPA. hMPV was present in 61 (3.9%) samples 
and subtypes A1, A2a, B1 and B2 were detected between the years 2006 to 2008. 
hMPV circulated throughout the year with two annual picks, one in autumn and other 
in winter and spring. Viral co-infection was observed in 16 (27.0%) cases. The 
prevalence of hMPV was higher in outpatients (5.9%), whose mean age was 8.3 
years (range 6 months to 75 years old), than in inpatients (4.1%), whose mean age 
was 4.8 months (range 1 month to 26 years old). The outpatients had upper 
respiratory tract infection, with flu like symptoms and all hospitalized children had 
lower respiratory tract infection. A pediatric patient died from complications 
associated with hMPV A2a infection. hMPV has been reported as a respiratory 
pathogen in all age groups. Different hMPV subtypes circulated in the same year, no 
association was observed between viral subtype and disease severity in this study.  
 
 
Key words: Human metapneumovirus. RT-PCR. Subtypes. Respiratory infection. 
Hospitalized patients. Outpatients. 
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1  INTRODUÇÃO 
 
 
Atualmente, no Brasil e em outros países, infecção aguda do trato 
respiratório (IRA) é considerada como uma importante causa de morbidade e 
mortalidade (ALTO, 2004; BASTIEN et al., 2003; KAHN et al., 2006; LÓPEZ-
HUERTAS et al., 2005). Os vírus respiratórios têm sido freqüentemente descritos 
como agentes etiológicos envolvidos com IRA e figuram como responsáveis por uma 
percentagem considerável de óbitos em crianças (ALTO, 2004; COSTA et al., 2006; 
PEIRIS et al., 2003; STOCKTON et al., 2002; TSUCHYIA et al., 2005; WILLIAMS et 
al., 2002). Tsuchyia et al. (2005), em um estudo na cidade de Curitiba (PR), 
identificaram os vírus respiratórios: influenza A (FLU A), influenza B (FLU B), vírus 
sincicial respiratório humano (hRSV), adenovírus (AdV), parainfluenza vírus humano 
tipos 1, 2 e 3 (PIV1, 2 e 3), como agentes etiológicos em 30% das amostras de 
aspirado de nasofaringe (ANF) de pacientes hospitalizados e atendidos em 
ambulatórios por infecção do trato respiratório. Entretanto, em uma grande 
percentagem destas amostras o agente etiológico permaneceu indefinido, conforme 
também descritos em outros estudos no Brasil (COSTA et al., 2006; TOMAZELLI et 
al., 2007). Em aproximadamente 50% dos casos de pneumonia adquirida na 
comunidade em adultos e em 15 a 35% dos casos de bronquiolite e pneumonia em 
pacientes pediátricos, o agente etiológico permanece indefinido (HAMELIN & 
BOIVIN, 2004). 
Avanços nas metodologias de biologia molecular contribuíram para um 
rápido reconhecimento e identificação de novos patógenos respiratórios emergentes 
(ALTO, 2004; KAHN, 2007). Em 2001 van den Hoogen et al. por meio da técnica de 
RAP-PCR (reação da cadeia da polimerase com iniciadores randômicos) 
descreveram pela primeira vez o metapneumovirus humano (hMPV), na Holanda. 
Com base nas características genômicas, morfológicas e bioquímicas o mesmo foi 
classificado na família Paramyxoviridae, gênero Metapneumovirus. Análises 
genômicas dos hMPV isolados identificaram dois principais genótipos A e B, com os 
subtipos A1, A2a, A2b, B1 e B2 (GRAY et al., 2006a; HUCK et al., 2006; ISHIGURO 
et al., 2004).  
Estudos sorológicos com amostras estocadas sugerem que o hMPV circula 
na população humana há mais de 50 anos (VAN DEN HOOGEN et al., 2001). Há 
 19
evidências que aos 5 anos de idade, 90% das crianças já foram infectadas por este 
vírus (EBIHARA et al., 2003; LEUNG et al., 2005; VAN DEN HOOGEN et al., 2001; 
WOLF et al., 2003). 
Desde a sua primeira descrição, o hMPV tem sido relatado em muitos países 
de todos os continentes e associado a doenças respiratórias (BASTIEN et al., 2003; 
CUEVAS et al., 2003; DEBUR et al., 2007; EBIHARA et al., 2003; ESPER et al., 
2003; FREYMOUTH et al., 2003; GRAY et al., 2006a; HOWE, 2002; MADHI et al., 
2003; MAGGI et al., 2003; MIRAZO et al., 2005; PEIRIS, 2003). As características da 
infecção por este vírus incluem um comprometimento respiratório principalmente em 
crianças, idosos e imunossuprimidos (BOVIN et al., 2002; STOCKTON et al., 2002; 
VAN DEN HOOGEN et al., 2004b), com sinais e sintomas indistinguíveis daqueles 
associados a outros vírus respiratórios, podendo causar desde uma infecção no trato 
respiratório superior até bronquiolite e pneumonia (BOIVIN et al,. 2002; KÖNIG et al., 
2004; MAGGI et al., 2003).  
Métodos laboratoriais comumente utilizados para o diagnóstico viral, como o 
cultivo celular e a identificação do antígeno do vírus, por imunofluorescência direta 
e/ou indireta e ensaios imunoenzimáticos, têm demonstrado baixa sensibilidade e 
especificidade para detectar o hMPV. Assim sendo, diagnósticos moleculares, como 
RT-PCR (transcrição reversa associada à reação de cadeia da polimerase), têm sido 
a primeira escolha para detectar este vírus (CALICÓ et al., 2009; MACKAY et al., 
2003).  
O diagnóstico laboratorial do hMPV permite determinar a incidência, os 
subtipos circulantes e a sazonalidade do vírus, bem como conhecer os dados 
demográficos e clínicos dos pacientes infectados. Tais informações podem orientar 
nas medidas de controle de disseminação do agente, principalmente em 
comunidades fechadas, como em hospitais e em escolas, além de proporcionar ao 
médico informações fundamentais que poderão orientar na conduta terapêutica 
frente a uma IRA.  
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2  REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
As infecções agudas do trato respiratório caracterizam-se por 
comprometerem pacientes de todas as idades, contribuindo com um alto índice de 
morbidade e mortalidade principalmente em indivíduos nas faixas etárias mais 
extremas (crianças e idosos) e pacientes imunossuprimidos (COYLE et al., 2004; 
SHEK & LEE, 2003). Estas infecções são causadas por uma diversidade de 
microorganismos, sendo que os patógenos virais contam para a sua grande maioria 
(ALTO, 2004). 
Os vírus respiratórios apresentam um papel importante na etiologia das 
pneumonias adquiridas na comunidade que ocorrem em adultos, sendo também os 
principais agentes envolvidos na exacerbação da doença pulmonar obstrutiva 
crônica e da asma, que são responsáveis por significativo número de consultas 
clínicas e hospitalizações (DAUBIN et al., 2006). Atualmente, observa-se um 
aumento do número de estudos realizados para a investigação destes agentes em 
pacientes adultos criticamente doentes (BOIVIN et al., 2007; FALSEY et al., 2003; 
HAMELIN et al., 2005; WALSH et al., 2008; WILLIAMS et al., 2005b), no entanto, 
ainda são escassas as informações sobre estes patógenos na população brasileira.  
Em pacientes pediátricos, as infecções por vírus respiratórios podem causar 
sérias complicações clínicas, como crupe, bronquiolite e pneumonias, as quais 
freqüentemente requerem hospitalização (SYRMIS et al., 2004), resultando em um 
substancial custo para a família e para a sociedade (LAMBERT & ALLEN, 2008; 
QUAN, 2007). Estas infecções são responsáveis por 1 a 3% de mortalidade entre 
crianças menores de 5 anos de idade em países industrializados e por 10 a 15% de 
óbitos em crianças de países em desenvolvimento (QUAN, 2007).  
Pacientes imunossuprimidos freqüentemente são acometidos por infecções 
respiratórias virais. Geralmente nos pacientes submetidos a transplante de pulmão 
ou de células tronco hematopoiéticas, estes vírus causam infecções no trato 
respiratório superior, como na maioria da população, mas apresentam a tendência 
de progredir para infecção no trato respiratório inferior, causando principalmente 
pneumonia. A taxa de mortalidade por estas infecções pode chegar de 50 a 70% 
nestes indivíduos (MARTINO et al., 2005). 
 21
No Brasil, alguns estudos realizados em diferentes áreas geográficas, têm 
revelado os agentes virais como a principal causa de IRA, principalmente em 
crianças, como demonstrado na cidade de Fortaleza (ARRUDA et al., 1991), Rio de 
Janeiro (NASCIMENTO et al., 1991), São Paulo (MYIAO et al., 1999; THOMAZELLI 
et al., 2007), Uberlândia (COSTA et al., 2006) e Curitiba (TSUCHIYA et al., 2005). 
Entretanto, informações sobre a incidência dos vírus em crianças de outras regiões 
ainda são escassas.  
De acordo com levantamentos da Secretaria Estadual de Saúde do Estado 
do Paraná, durante os anos de 2006 a 2008, a média anual de pacientes internados 
em Curitiba, por doenças do aparelho respiratório foi de 13.400 pacientes, em 
diferentes faixas etárias, sendo a pneumonia com causa desconhecida, a doença de 
maior incidência. A percentagem anual de mortalidade proporcional foi de 4,84%, 
segundo dados levantados neste período (BRASIL, Sistema de Informações em 
Saúde, 2009). 
Um estudo realizado no laboratório de virologia do Hospital de Clínicas da 
UFPR, no período de 2000 a 2003, em 1.621 amostras clínicas (aspirado de 
nasofaringe ou lavado broncoalveolar), demonstrou uma prevalência de vírus 
respiratórios de 26,8% nos pacientes ambulatoriais e 32,2% nos pacientes 
internados com IRA, sendo que 67,8% do total das amostras analisadas de 
pacientes hospitalizados com sintomatologia respiratória, tiveram o resultado 
negativo para os vírus rotineiramente testados no laboratório pela técnica de 
imunofluorescência indireta ou cultivo celular (TSUCHIYA et al., 2005). Thomazelli et 
al. (2007) realizaram um estudo com 336 amostras do trato respiratório de crianças 
hospitalizadas no Hospital Universitário da Universidade de São Paulo com infecção 
respiratória no ano de 2003. Vírus respiratórios - detectados pela RT-PCR seguida 
de análise com o software GeneScan® - foram responsáveis por 55,6% dos casos. 
Os agentes etiológicos virais mais freqüentemente envolvidos com as 
infecções do trato respiratório são os vírus FLUA, FLUB, AdV, hRSV, PIV 1, 2, 3, 4A 
e 4B, rinovírus humano (HRV), coronavírus humano (hCoV) e bocavírus humano 
(HBoV) (ALLANDER et al., 2008; COSTA et al., 2006; FOX, 2007; KAHN et al., 
2007). Estes vírus são responsáveis por um espectro de manifestações clínicas que 
incluem o comprometimento alto e baixo do trato respiratório (SYRMIS et al., 2004). 
Contudo, os agentes causadores de uma significativa parcela das infecções 
respiratórias ainda são desconhecidos (ALTO et al., 2004).  
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Tal observação tem levado a pesquisa constante de novos patógenos 
envolvidos com estas infecções. Dentre estes estudos destaca-se o realizado em 
2001 por van den Hoogen et al., na Holanda, que culminou com a descrição de um 
novo vírus respiratório, o metapneumovirus humano (hMPV). 
 
 
 
 
 
2.1.1  Isolamento viral e caracterização  
 
 
Em junho de 2001, pesquisadores do Departamento de Virologia e Pediatria 
do Centro Médico Erasmus, em Rotterdam na Holanda, relataram por meio de um 
estudo retrospectivo, por um período de vinte anos, o isolamento de um novo vírus 
respiratório. O mesmo foi identificado em 28 amostras de ANF, coletadas nos meses 
de inverno, de crianças hospitalizadas com infecção respiratória. A maioria dos 
pacientes infectados tinha menos de 5 anos de idade e os sintomas clínicos foram 
similares aos da infecção causadas pelo hRSV, variando desde sintomas 
respiratórios alto, até crupe, bronquiolite e pneumonia, sendo freqüentemente 
acompanhado de febre, mialgia e vômito. Algumas destas crianças necessitaram de 
ventilação mecânica (VAN DEN HOOGEN et al., 2001). 
O novo vírus isolado replicou lentamente em alguns tipos de linhagens 
celulares, como: tMK (célula de rim de macaco terciário), células VERO (células de 
rim de macaco verde africano) e células A549 (células de carcinoma de pulmão 
humano), sendo essa replicação dependente de tripsina. Não ocorreu replicação em 
MDCK (células de rim de cão Madin Darby) ou CEF (fibroblastos embrionados de 
galinha). Os efeitos citopáticos induzido por estes vírus foram praticamente 
indistinguíveis daqueles causados pelo hRSV, com formação característica de 
sincícios seguida de rápida ruptura interna das células e subseqüente descolamento 
das células do tubo de cultura. As células usualmente mostraram efeito citopático em 
10-14 dias após a inoculação, ou seja, mais tardio do que os causados pelo hRSV 
(VAN DEN HOOGEN et al., 2001).  
2.1  A DESCOBERTA 
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Os sobrenadantes das células tMK infectadas por este novo vírus foram 
analisados por microscopia eletrônica com contraste negativo e exibiram partículas 
pleomórficas de 150-600 nm com pequenas projeções no envelope de 13 a 17 nm 
(FIGURA 1). Não foi observado atividade de hemaglutinação quando testado o 
sobrenadante de cultura com hemácias de pato, galinha ou porco. Estas 
características sugeriram que este novo vírus fosse um membro da família 
Paramyxoviridae (VAN DEN HOOGEN et al., 2001).   
 
 
 
FIGURA 1 - ELETROMICROGRAFIA DAS PARTÍCULAS DE hMPV 
FONTE: van den Hoogen et al. (2001) 
NOTA: Sobrenadante das células tMK infectadas com o hMPV foram visualizadas por microscopia 
eletrônica com contraste negativo após coloração com PTA. Aumento: 92.000X.  
 
 
A partir do sobrenadante das células tMK infectadas, extraiu-se o RNA 
(ácido ribonucléico) viral e realizou-se a RT-PCR com iniciadores específicos para os 
membros da família Paramyxoviridae conhecidos (PIV 1,2,3, e 4; hRSV; vírus da 
caxumba; vírus do sarampo; vírus da doença de Newcastle [NDV]; vírus Sendai; 
vírus símio tipo 5 [SV-5]). A RT-PCR foi realizada em condições de baixa 
extringência de forma a detectar um vírus potencialmente relacionado aos membros 
já conhecidos desta família. Nestas reações foram utilizados RNAs de cada um dos 
vírus citados como controle positivo. Todos os controles foram detectados quando 
testados com os iniciadores específicos, no entanto, o novo vírus isolado não 
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amplificou, indicando que o mesmo não se relacionava com nenhum membro já 
conhecido dessa família (VAN DEN HOOGEN et al., 2001). 
Posteriormente, o sobrenadante das células tMK infectadas (sem purificação 
prévia) foi inoculado por via intranasal em porcos da Índia e furões com o intuito de 
que esses animais produzissem anticorpos vírus específicos. As cobaias não 
apresentaram qualquer sintoma clínico e os anticorpos produzidos não reagiram nos 
ensaios de imunofluorescência com células infectadas com painel de paramyxovírus 
e orthomyxovírus (PIV 1-4, hRSV, FLU A e FLU B). Posteriormente, as células tMK 
infectadas das 28 amostras positivas, foram testadas com os anticorpos dos porcos 
da Índia e dos furões antes e após a infecção, reagindo positivamente nos ensaios 
de imunofluorescência com os anticorpos produzidos pós-infecção, indicando que 
eles foram sorologicamente relacionados ou idênticos (VAN DEN HOOGEN et al., 
2001).  
 
 
2.1.2  RAP-PCR 
 
 
A metodologia de Reação em cadeia da polimerase com iniciadores 
randômicos (RAP-PCR) foi utilizada para se obter informações das seqüências 
genômicas deste novo vírus. Foram seqüenciados vinte fragmentos genômicos 
específicos. Dez seqüências aminoacídicas foram semelhantes com as seqüências 
de APV/TRTV (metapneumovirus aviário [APV] ou vírus da rinotraqueíte de peru 
[TRTV]). Estes dez fragmentos foram localizados nos genes codificantes para 
nucleoproteína (N, fragmentos 1 e 2), proteína da matriz (M, fragmento 3), proteína 
de fusão (F, fragmentos 4, 5, 6 e 7) e a proteína polimerase (L, fragmentos 8, 9 e 
10). Posteriormente foram desenhados iniciadores de forma que a reação de PCR 
completasse as seqüências faltantes do genoma viral, baseado nos fragmentos do 
RAP-PCR e seqüências da subfamília Pneumovirinae (FIGURA 2). No total foram 
gerados 5,7 kilobases de informação da seqüência genômica viral. Análises destas 
seqüências revelaram a ausência dos fragmentos NS1 e NS2 na extremidade 3’ do 
genoma viral, sendo que o gene F estava imediatamente adjacente ao gene M. Esta 
organização genômica era semelhante ao do metapneumovirus aviário (APV), da 
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subfamília Pneumovirinae e gênero Metapneumovirus (VAN DEN HOOGEN et al., 
2001). 
 
FIGURA 2 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DOS FRAGMENTOS DE DNA SEQUENCIADOS 
DO hMPV  
FONTE: Modificado de van den Hoogen et al. (2001) 
NOTA: Um diagrama esquemático do APV (3’à5’, esquerda para direta) é mostrado abaixo dos 
fragmentos obtidos com o RAP-PCR e RT-PCR com o isolado viral 00-1. Fragmentos 1-10 
foram obtidos usando o RAP-PCR. Fragmento A foi obtido com o iniciador desenhado a partir 
dos fragmentos 1 e 2 do RAP-PCR e um iniciador desenhado com base no alinhamento com 
seqüências de APV. Fragmento B foi obtido com iniciadores desenhados a partir dos 
fragmentos 1, 2 e 3 do RAP-PCR. Fragmento C foi obtido com iniciadores desenhados a 
partir dos fragmentos 3-7 do RAP-PCR. 
  
 
As seqüências traduzidas das fases abertas de leitura (ORF) N, P, M e F 
foram alinhadas com seqüências aminoacídicas de hRSV e APV. As seqüências 
aminoacídicas de N, P, M e F mostraram 20%, 25%, 37% e 32% de homologia com 
as seqüências do hRSV e 52%, 67%, 87% e 80% de homologia com as seqüências 
do APV, respectivamente (VAN DEN HOOGEN et al., 2001).  
 
 
2.1.3  Análise Filogenética 
 
 
De forma a determinar um indicador da similaridade entre o novo vírus 
identificado e membros da subfamília Pneumovirinae, árvores filogenéticas foram 
construídas baseadas nas ORFs N, P, M e F destes vírus. Em todas as árvores 
filogenéticas construídas o novo vírus isolado mostrou alta similaridade com o APV 
(FIGURA 3), principalmente com o sorotipo C (metapneumovírus encontrado 
principalmente em aves nos Estados Unidos) (VAN DEN HOOGEN et al., 2001). 
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FIGURA 3 – ANÁLISE FILOGENÉTICA DAS ORFs DO hMPV E MEMBROS DA SUBFAMÍLA 
PNEUMOVIRINAE 
FONTE: Modificado de van den Hoogen et al. (2001) 
NOTA: a-d: ORFs F (painel a), N (painel b), M (painel c) e P (painel d) do hMPV isolado 00-1 foram 
alinhadas com outros membros da subfamília Pneumovirinae. A árvore filogenética foi 
construída usando análise de probabilidade máxima com 100 bootstraps e 3 jumbles. A 
escala representa o número de modificações nucleotídicas. O valor de bootstrap baseou-se 
na árvore consenso.   
 
 
Posteriormente, nove dos 28 vírus isolados foram amplificados por RT-PCR, 
seqüenciados e novas análises filogenéticas foram realizadas com pequenos 
fragmentos das ORFs N, M, F e L (71, 143, 142 e 102 nucleotídeos, 
respectivamente). Foram observados dois potenciais grupos genéticos nos vírus 
isolados na Holanda (FIGURA 4). O percentual de identidade das seqüências 
nucleotídicas do mesmo grupo foi de 90-100%, no entanto a identidade nucleotídica 
entre grupos diferentes foi de 81-88%. Estas variações foram semelhantes para os 
fragmentos N, M, F e L e não estava relacionado ao ano do isolamento do vírus 
(indicado nos dois primeiros números do nome do isolado) (VAN DEN HOOGEN et 
al., 2001).  
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FIGURA 4 – ANÁLISE FILOGENÉTICA DOS NOVE VÍRUS ISOLADOS DA HOLANDA 
FONTE: Modificado de van den Hoogen et al. (2001) 
NOTA: a-d: ORFs parciais do F (painel a), N (painel b), M (painel c) e L (painel d). A árvore 
filogenética foi construída conforme descrito na Fig. 3. Os primeiros dois números do isolado 
indicam o ano da coleta. O fragmento F do isolado 93-4 não foi possível amplificar. 
 
 
2.1.4  Infecção experimental em aves e macacos cynomolgus 
 
 
Uma vez que o novo vírus isolado possuía similaridade com o APV, a 
pergunta que se fez foi se o novo vírus era um patógeno humano ou um patógeno 
aviário que pode também infectar humanos. Assim sendo, 4 patos, 4 galinhas e 4 
macacos cynomolgus foram infectados na conjuntiva e no trato respiratório com 
50.000 TCID50 do novo vírus. Durante as 3 semanas seguintes, nenhuma ave 
apresentou sinais clínicos ou indícios de replicação viral, determinada por RT-PCR 
do RNA extraído do swab da cloaca e da goela. No entanto, o vírus replicou 
eficientemente no trato respiratório dos quatro macacos, conforme reação de RT-
PCR do RNA isolado do swab da orofaringe. Dois macacos apresentaram sintomas 
de infecção do trato respiratório superior e análises histológicas provaram estar 
associado com rinite supurativa. Estes dados indicaram que o novo vírus tratava-se 
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de um patógeno associado com infecção respiratória em primatas (VAN DEN 
HOOGEN et al., 2001). 
Baseado nas análises anteriores e nesta experimentação, este vírus foi 
considerado o primeiro patógeno humano do gênero Metapneumovirus sendo 
denominado, portanto, como metapneumovirus humano (hMPV) (VAN DEN 
HOOGEN et al., 2001).  
Após esta primeira descrição, muitos estudos foram realizados sobre 
métodos diagnósticos, diversidade genética e epidemiologia, caracterizando as 
infecções por este vírus (BOIVIN et al., 2002; CÔTÉ et al., 2003; EBIHARA et al., 
2003; FALSEY et al., 2003; HAMELIN & BOIVIN et al., 2005; LEUNG et al., 2005; 
LUDEWICK et al., 2005; MACKAY et al., 2003; MAERTZDORF et al., 2004; 
PRINCIPI et al., 2006). 
 
 
 
 
 
2.2.1  Classificação  
 
 
Taxonomicamente, o hMPV foi classificado na família Paramyxoviridae (VAN 
DEN HOOGEN et al., 2001). 
No ano de 2000, os membros desta família foram reclassificados pelo 
Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus em duas subfamílias: Paramyxovirinae 
e Pneumovirinae (DOMACHOWSKE et al., 2003). A subfamília Paramyxovirinae 
contém 5 gêneros: Avulavirus, Henipavirus, Morbilivirus, Respirovirus e Rubulavirus. 
A subfamília Pneumovirinae contém 2 gêneros: Pneumovirus e Metapneumovirus. 
Esta classificação foi baseada em critérios morfológicos, organização do genoma 
viral, atividades biológicas das proteínas virais e as seqüências genômicas do RNA 
viral, em relação às proteínas codificadas (FAUQUET et al., 2005).  
A subfamília Pneumovirinae se distingue da subfamília Paramyxovirinae por 
inúmeros fatores: 
a)Seqüências aminoacídicas distantes, porém com semelhanças significativas 
nas proteínas F (fusão) e L (polimerase); 
2.2  DESCRIÇÃO DO VÍRUS 
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b)Pneumovirinae codifica 8 a 10 mRNA, enquanto que a Paramyxovirinae 6 ou 7; 
c)Pneumovirinae codifica proteínas NS1(proteína não estrutural 1), NS2 (proteína 
não estrutural 2), M2-1 (fator de transcrição) e M2-2 (fator de regulação e 
síntese de RNA) não encontradas na Paramyxovirinae, que por sua vez 
codificam as proteínas V (regulação da síntese de RNA), C (regulação da 
síntese de RNA) e D (função desconhecida) não encontradas na primeira; 
d)Pneumovirinae apresenta a glicoproteína de adesão (G) distinta 
estruturalmente das glicoproteínas hemaglutinina-neuraminidase (HN) e 
hemaglutinina (H) dos Paramyxovirinae (DOMACHOWSKE et al., 2003). 
Os gêneros da subfamília Pneumovirinae se diferem na ordem do 
aparecimento dos genes no genoma. O gênero Metapneumovirus não apresenta as 
proteínas não estruturais NS1 e NS2 e apresentam um posicionamento diferente 
entre os genes M e L (DOMACHOWSKE et al., 2003), conforme demonstrado na 
Figura 5. 
 
 
 
 
FIGURA 5 - ESTRUTURA GENÔMICA DOS VÍRUS DA FAMÍLIA PARAMYXOVIRIDAE 
FONTE: Modificado de Easton et al. (2004) 
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Conforme descrito anteriormente, diversas características do hMPV levaram 
à classificação deste vírus no gênero Metapneumovirus, subfamília Pneumovirus, 
família Paramyxoviridae, ordem Mononegavirales: aspecto morfológico à 
microscopia eletrônica, ausência de atividade hemaglutinante, características 
sorológicas, organização do genoma e análises filogenéticas (PERET et al., 2002; 
VAN DEN HOOGEN et al., 2001; VAN DEN HOOGEN et al., 2002). 
Antes da descrição do hMPV, o gênero Metapneumovirus era composto por 
apenas um membro, o metapneumovirus aviário, também conhecido como vírus da 
rinotraqueíte de peru, responsável por infecção do trato respiratório superior de 
pássaros (VAN DEN HOOGEN et al., 2001). 
Representantes da família Paramyxoviridae, principalmente os vírus 
envolvidos com infecção respiratória, estão relacionados na Figura 6.  
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Subfamília 
Paramyxovirinae 
Gênero Rubulavirus vírus parainfluenza humano tipos 2, 4a e 4b* 
vírus da caxumba 
Gênero Respirovirus vírus parainfluenza humano tipos 1 e 3* 
Gênero Morbilivirus vírus do sarampo 
Gênero Henipavirus vírus nipah 
vírus hendra 
Subfamília 
Pneumovirinae 
Gênero Pneumovirus vírus sincicial respiratório* 
Gênero Metapneumovirus metapneumovirus humano* 
 
FIGURA 6 - VÍRUS DE INTERESSE HUMANO DA FAMÍLIA PARAMYXOVIRIDAE 
FONTE: Modificado de Domachowske et al. (2003) 
NOTA: *Vírus relacionados com infecção respiratória humana.  
 
 
2.2.2  Estrutura viral 
 
 
De acordo com a sua classificação, morfologicamente, o hMPV apresenta 
características em comum com outros membros da família Paramyxoviridae.  
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São partículas envelopadas esféricas (embora partículas filamentosas e 
pleomórficas também sejam observadas), com aproximadamente 200 nm de 
diâmetro e 150-600 nm de comprimento. Os vírions consistem de um envelope, um 
nucleocapsídeo e a proteína da matriz (KINGSBURY, 1991).  
O genoma é constituído de uma fita simples de RNA, não segmentada, de 
polaridade negativa e com aproximadamente 13.350 nucleotídeos (BIACCHESI et 
al., 2003) que é envolto pelo nucleocapsídeo helicoidal. As proteínas que constituem 
o nucleocapsídeo são as nucleoproteínas (N), a fosfoproteína (P) e a polimerase (L). 
O nucleocapsídeo viral é envolto por um envelope lipídico, que apresenta espículas 
ou curtas projeções de 13-17 nm, espaçadas de 6-10 nm, que são derivados da 
membrana plasmática das células hospedeiras. No envelope viral estão inseridas as 
três glicoproteínas: glicoproteínas de adesão (G), de fusão (F) e pequenas proteínas 
hidrofóbicas (SH). A proteína da matriz (M) preenche o espaço entre o 
nucleocapsídeo viral e o envelope lipídico. (CASAS et al., 2005; EASTON et al., 
2004; KINGSBURY, 1991; VAN DEN HOOGEN et al., 2001) (FIGURA 7). 
 
 
 
a) 
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b) 
 
 
 
FIGURA 7 - a) MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE UMA ÚNICA PARTÍCULA DE hMPV 
b) DIAGRAMA ESQUEMÁTICO DE UMA PARTÍCULA DE PNEUMOVIRUS 
FONTE: Freymuth et al. (2009), Modificado de Easton et al. (2004) 
 
 
2.2.3  Organização genômica 
 
 
O genoma do hMPV apresenta oito unidades de transcrição distintas, 
dispostas linearmente, com cada unidade separada por uma pequena seqüência 
não transcrita (EASTON et al., 2004). Estas unidades são transcritas em mRNA 
distintos e subseqüentemente traduzidos em nove proteínas, como segue: N 
(nucleoproteína, que envolve o RNA genômico), P (fosfoproteína), M (proteína não 
glicosilada da matriz viral), F (glicoproteína de fusão), M2-1 (fator de transcrição), 
M2-2 (fator de regulação e síntese de RNA), SH (pequena proteína hidrofóbica), G 
(glicoproteína de adesão), L (RNA polimerase dependente de síntese de RNA). As 
proteínas M2-1 e M2-2 apresentam ORFs que se sobrepõem a partir do mRNA do 
M2 (BIACCHESI et al., 2003) (FIGURA 8).  
 
Vírion 
      Nucleocapsídeo 
RNA 
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FIGURA 8 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ORGANIZAÇÃO GENÔMICA DO hMPV 
ISOLADO NL 00-1 (Genbank AF371337) 
FONTE: Modificado de van den Hoogen et al. (2002) e Hamelin et al. (2004) 
NOTA: As caixas representam os genes e os seus respectivos tamanhos em pares de base. 
 
 
O primeiro gene no mapa genômico do hMPV (gene da nucleoproteína – N) 
apresenta 1.185-1.206 nucleotídeos e codifica para uma proteína de 394 
aminoácidos (~43,5 kDa), denominada N. O comprimento da ORF N é idêntico ao do 
APV sorotipo C e apresenta 88% de similaridade com o mesmo e apenas 7-11% de 
similaridade com outros paramixovírus. Esta região é extremamente conservada 
entre os vírus da família Paramyxoviridae (BASTIEN et al., 2003; BIACCHESI et al., 
2003; VAN DEN HOOGEN et al., 2002). A proteína N se associa com o RNA 
genômico do vírus e confere a estrutura helicoidal do nucleocapsídeo e liga-se a 
proteína P (EASTON et al., 2004). 
O segundo gene do mapa (gene da fosfoproteína – P) apresenta 885-909 
nucleotídeos e codifica para uma proteína de 294 aminoácidos (~32,5 kDa), 
denominada P. Estas seqüências aminoacídicas apresentam 68% de similaridade 
com o APV sorotipo C e apenas 22-24% com a proteína P do hRSV. Ling et al.  
(1995) sugerem que a região de alta similaridade entre os pneumovírus (região entre 
os aminoácidos 185-241) participa tanto na síntese do RNA (interagindo com a RNA 
polimerase) quanto na manutenção estrutural do nucleocapsídeo (BASTIEN et al., 
2003; BIACCHESI et al., 2003; VAN DEN HOOGEN et al., 2002).   
O terceiro gene do genoma do hMPV (gene da matriz – M) apresenta 765-
855 nucleotídeos e codifica para uma proteína de 254 aminoácidos (~27,6 kDa), 
denominada M. O comprimento da ORF M é do mesmo tamanho que de outros 
metapneumovírus e com 76-87% de similaridade com o APV. No entanto, a 
similaridade entre outros pneumovírus é de 37-38% e entre outros paramixovírus de 
até 10% (BASTIEN et al., 2003; BIACCHESI et al., 2003; VAN DEN HOOGEN et al., 
2002). A proteína M faz a associação do nucleocapsídeo com o envelope viral 
(EASTON et al., 2004). 
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O gene F está localizado adjacente ao gene M, sendo esta uma 
característica do gênero Metapneumovirus. O gene F apresenta 1.620-1.645 
nucleotídeos e codifica para uma proteína de 539 aminoácidos (~58,4 kDa), 
denominada F. As seqüências aminoacídicas apresentam 81% de similaridade com 
o APV sorotipo C e 33-38% com outros pneumovírus. Uma das características da 
proteína F é a distribuição conservada dos resíduos de cisteína. Esta proteína é 
sintetizada como um precursor inativo F0, sendo posteriormente clivada por 
proteases da célula hospedeira, gerando a subunidade F2 N-terminal e F1 C-terminal 
(hidrofóbica). A ruptura é requerida para a fusão viral (BASTIEN et al., 2003), sendo 
que o sítio de clivagem do hMPV contém resíduos RQSR, os quais parecem estar 
relacionado com a patogenicidade viral (BASTIEN et al., 2003; BIACCHESI et al., 
2003; VAN DEN HOOGEN et al., 2002).  
O gene M2 é apenas encontrado nos membros da subfamília Pneumovirinae 
e duas sobreposições das ORF foram vistas em todos os pneumovírus. O gene M2-
1 codifica para uma proteína de 187 aminoácidos denominada M2-1 e apresenta 
84% de similaridade com as seqüências aminoacídicas do APV sorotipo C. O gene 
M2-2, cuja ORF sobrepõem ao do gene M2-1, codifica para uma proteína de 71 
aminoácidos denominada M2-2 que apresenta 26% de similaridade com o APV 
sorotipo C (BASTIEN et al., 2003; BIACCHESI et al., 2003; VAN DEN HOOGEN et 
al., 2002). Estas proteínas estão presentes na matriz do vírus (NJENGA et al., 2003). 
O gene SH se localiza ao lado do gene M2, apresenta 627 nucleotídeos e 
codifica para uma proteína de 183 aminoácidos, denominada SH. Não foi possível 
encontrar similaridades entre estas seqüências aminoacídicas, com as de outros 
membros desta família (BASTIEN et al., 2003; BIACCHESI et al., 2003; VAN DEN 
HOOGEN et al., 2002). A proteína SH, devido a sua hidrofobicidade apresenta 
grande afinidade com a membrana lipídica e a sua exata função ainda não foi 
esclarecida (EASTON et al., 2004). 
O gene G apresenta 711-732 nucleotídeos e codifica para uma proteína de 
236 aminoácidos, denominada G, que apresenta 53% de similaridade com o hRSV. 
Esta proteína é composta por uma extremidade N-terminal hidrofílica e uma região 
C-terminal hidrofóbica. Esta organização é condizente com características de uma 
proteína transmembrânica tipo 2, ancorada (BASTIEN et al., 2003; BIACCHESI et 
al., 2003; VAN DEN HOOGEN et al., 2002). A glicoproteína G, é altamente 
glicosilada e faz parte do envelope viral, mediando a adesão do vírus ao receptor da 
 35
célula hospedeira (EASTON et al., 2004). Embora estudos recentes mostrem que 
mesmo na ausência desta glicoproteína, o vírus se replica em células de cultivo 
celular, a eficiência desta replicação é significativamente diminuída em células 
humanas (BIACCHESI et al., 2005). 
Em analogia com outros vírus de fita negativa, o último gene do genoma é 
um componente da replicação viral. O gene L apresenta 6.116-6.120 nucleotídeos e 
codifica para uma proteína de 2.005 aminoácidos, denominada L. A proteína L 
apresenta 44% de similaridade aminoacídica com o hRSV (BASTIEN et al., 2003; 
BIACCHESI et al., 2003; VAN DEN HOOGEN et al., 2002). A proteína L é uma RNA 
polimerase dependente de síntese de RNA, que é responsável pela síntese de todo 
RNA viral, incluindo o mRNA, intermediários de replicação e o RNA genômico da 
progênie. Esta proteína também é responsável pela metilação do mRNA e 
capeamento do mesmo (EASTON et al., 2004). 
Embora a função de cada produto gênico do hMPV não tenha sido 
formalmente testada, as similaridades com seqüências aminoacídicas de proteínas 
de outros paramixovírus serviram para predizer a sua função (BROOR et al., 2008). 
As proteínas mais conservadas são: N, M, F, M2-1 e L (94% de identidade 
entre os subgrupos), seguidas por P e M2-2 (85-89%), SH (59%) e G (37%) 
(BIACCHESI et al., 2003; HAMELIN & BOIVIN, 2005). As proteínas F e G são os 
principais alvos para a resposta imune humoral por anticorpos neutralizantes 
(SKIADOPOULOS et al., 2004; VAN DEN HOOGEN et al., 2004a), sendo que a 
proteína F é a mais antigênica e media a neutralização cruzada entre os genótipos A 
e B (SKIADOPOULOS et al., 2004). 
Baseado nas análises dos isolados CAN97-83 e CAN98-75, determinou-se 
que a transcrição é guiada por sinais em uma pequena região, no início e no fim de 
cada gene, indicando o início da transcrição e terminação/poliadenilação, 
respectivamente. A jusante de cada gene é delineada por um sinal de 12-15 
nucleotídeos com o seguinte consenso: AGTTAnnnAAAAA. A montante de cada 
gene é delineada por um sinal de 16 nucleotídeos (GGGACAAnTnnnAATG). Uma 
característica é a presença de ATG na posição 14-16 de todos os isolados onde se 
inicia a principal ORF (BIACCHESI et al., 2003). Da mesma forma que em outros 
membros do gênero Pneumovirus, as seqüências intergênicas do hMPV variam em 
tamanho (BASTIEN et al., 2003) (FIGURA 9). 
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FIGURA 9 – REGIÕES CONSENSO NO INÍCIO E FINAL DE CADA GENE DOS ISOLADOS CAN97-
83 E CAN98-75 
FONTE: Modificado de Biacchesi et al. (2003) 
 
  
2.2.4  Diversidade genética do hMPV 
 
 
Estudos de seqüenciamento genômico e análise filogenética, identificaram 
que o hMPV apresenta 2 genótipos principais (A e B) e 5 subtipos (A1, A2a, A2b, B1 
e B2) (FIGURA 10). Estas análises foram realizadas com seqüenciamento dos 
genes N, M, F, G ou L (BASTIEN et al., 2003; BOIVIN et al., 2004; HUCK et al., 
2006; MACKAY et al., 2004; VAN DEN HOOGEN et al., 2004a). A identidade 
nucleotídica entre os genótipos A e B é de 81,5-85,3% e entre os subtipos A1-A2 e 
B1-B2 é de 91,6-95,3% e 92-94,1%, respectivamente, baseando-se na análise do 
gene F (BOIVIN et al., 2004; GALIANO et al., 2006).  
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FIGURA 10: ÁRVORE FILOGENÉTICA DO hMPV CONSTRUÍDA COM BASE NA SEQÜÊNCIA 
PARCIAL DO GENE F (ORF POSIÇÕES 780 – 1221) 
FONTE: Modificado de van den Hoogen et al.,  (2004a) 
NOTA: A árvore foi construída com análise de máxima semelhança usando 100 bootstrap. Os 
subtipos do hMPV estão destacados na árvore. Apenas os valores de bootstrap dos nodos 
principais são mostrados.  
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A organização genômica dos genótipos A e B do hMPV é idêntica 
(BIACHESI et al., 2003). A maior diferença entre os dois genótipos é o polimorfismo 
nucleotídico, sendo que nas proteínas G e SH se concentram a maioria destes 
polimorfismos (BIACHESI et al., 2003). Os altos níveis de similaridade nucleotídica e 
aminoacídica encontrados no gene F, confirmam o fato que esta proteína é 
conservada. No entanto, a similaridade nucleotídica (52,2-57,8%) e aminoacídica 
(29,9-32,9%) do gene G entre os genótipos A e B do hMPV é baixa, indicando que a 
proteína G é muito variável (TABELA 1) (GALIANO et al., 2006). 
 
 
TABELA 1: SIMILARIDADE NUCLEOTÍDICA E AMINOACÍDICA ENTRE AS CEPAS      
ARGENTINAS DE hMPV  
 
Subtipos 
A1  A2  B1  B2 
nt aa  nt aa  nt aa  NT aa 
F
 O
R
F
 
A1 98,4-100 99,8-100  94,4–94,6 98,2–98,4  83,9–84,2 94,6  84,1–84,8 95,1–95,3 
A2    100 100  83,6 94,6  84,2-84,6 95,5 
B1       100 100  94,0-94,2 98,4 
B2          98,5 99,6 
G
 O
R
F
 
A1 95,0-100 91,5-100  74,9-76,0 60,0-61,3  52,2-53,0 29,9-30,7  55,6-57,8 30,8-32,9 
A2    100 100  56,0 32,8  54,1-54,2 31,7-32,6 
B1       100 100  75,9-76,2 64,7-65,1 
B2          94,0 90,2 
 
FONTE: Galiano et al., 2006 
NOTA: Os dados são demonstrados como % de similaridade nucleotídica (nt) e aminoacídica (aa).  
 
 
Análises filogenéticas dos isolados de hMPV mostram que a epidemiologia 
deste vírus é complexa e dinâmica. Diferente do vírus influenza, onde duas ou três 
cepas circulam no mundo a cada ano, surtos de hMPV parece ser um fenômeno 
local. Cepas de hMPV identificadas em uma região podem ser muito similar às 
cepas encontradas em outras áreas geográficas em diferentes anos. Exemplificando: 
uma determinada cepa identificada na Holanda pode ser geneticamente similar às 
cepas identificadas na Austrália e no Canadá em diferentes anos (ESPER et al., 
2004). Baseado nas seqüências do gene F, os vírus isolados na Austrália (2001), 
França (2000 e 2002), Canadá (1999, 2000, 2001 e 2002), Israel (2002) e Holanda 
(2001) são muito similares, com poucos polimorfismos (BOIVIN et al., 2004). Em um 
mesmo ano podem co-circular vírus de genótipos e subtipos diferentes (AGAPOV et 
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al., 2006; BOIVIN et al., 2004; CARR et al., 2005; ESPER et al., 2004; KAIDA et al., 
2006; PERET et al., 2002; VAN DEN HOOGEN et al., 2004a). Em Saint Louis, 
Missouri, o genótipo predominante do hMPV alternou entre A e B em anos 
consecutivos (AGAPOV et al., 2006). Fenômenos similares também foram 
observados em outros estudos (GERNA et al., 2005; LARCHER et al., 2008). 
As maiores diversidades genéticas entre os dois genótipos (A e B) ocorrem 
em genes estruturais (G > SH > F), sugerindo que os mesmos podem representar 
diversidade antigênica. Pesquisas realizadas em modelos animais (roedores e 
primatas não humanos) mostraram que a infecção com um genótipo protegeu da 
infecção pelo genótipo heterólogo. A proteção foi definida como inibição da 
replicação do hMPV no trato respiratório previamente infectado. Estudos com 
ensaios de neutralização cruzada com soros dos animais pós-infecção 
demonstraram que cada cepa induziu um alto título de anticorpos neutralizantes 
para cepas homólogas e heterólogas, sugerindo que os dois genótipos não 
representam sorotipos distintos (SKIADOPOULOS et al., 2004). Contudo, van den 
Hoogen et al. (2004a), usando furões, demonstraram que o soro obtido de um 
animal infectado por um genótipo não conseguiu neutralizar um vírus de genótipo 
heterólogo in vitro, indicando que os dois genótipos apresentam, de fato, diversidade 
antigênica. A antigenicidade do hMPV em humanos ainda precisa ser determinada. 
Tais informações devem ser consideradas ao se estudar qual o tipo de vacina 
(monovalente ou bivalente) que poderá ser desenvolvida para prevenção da 
infecção pelo hMPV.  
 
 
2.2.5  Replicação do hMPV 
 
 
A adesão dos hMPV à célula hospedeira é mediada pela ligação da proteína 
G a receptores celulares, os quais ainda não foram determinados; todavia, supõe-se 
que estes receptores contenham ácido siálico (FELDMAN et al., 2000; ISHIGURO et 
al., 2005; SMITH et al., 2009; SPILKI et al., 2008). Essa etapa é provavelmente 
completada por uma segunda ligação da proteína F, e talvez ainda da proteína SH, 
às proteínas de superfície da membrana celular (SCHLENDER et al., 2003; SPILKI 
et al., 2008). Conforme mencionado anteriormente, uma amostra
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recombinante, com deleção dos genes G e SH, pode multiplicar-se de forma 
eficiente in vitro, o que sugere que a proteína F pode mediar sozinha a ligação do 
vírus à célula hospedeira (BIACCHESI et al., 2005). Após a adesão, o hMPV adentra 
a célula por fusão do envelope viral à membrana celular, sendo este mecanismo 
mediado pela proteína F (EASTON et al., 2004; GALINSKI, 1991; SPILKI et al., 
2008), que é clivada por enzimas celulares, como a tripsina, sendo que a clivagem é 
mais eficiente quando no sítio de ligação com a enzima existirem aminoácidos 
básicos. Após a clivagem, a subunidade hidrofóbica é translocada pela membrana 
da célula hospedeira permitindo a penetração do nucleocapsídeo do hMPV. A 
transcrição do genoma viral em mRNAs por ação do complexo RNA polimerase 
dependente de síntese de RNA inicia-se no citoplasma celular (EASTON et al., 
2004).  
A RNA polimerase viral transcreve o genoma viral iniciando na extremidade 
3’ do mesmo, e os genes são transcritos de maneira seqüencial, terminando e 
reiniciando a cada uma das junções intergênicas (EASTON et al., 2004; SPILKI et 
al., 2008). Ocasionalmente, o complexo RNA polimerase dependente de síntese de 
RNA falha em reiniciar a transcrição em genes localizados mais próximos à 
extremidade 5’ do genoma, o que resulta em um gradiente de acúmulo dos mRNAs 
mais próximos ao início do genoma (3’) (EASTON et al., 2004; GALINSKI, 1991; 
SPILKI et al., 2008).  
A síntese de antigenomas (5’à3’ – fita positiva de RNA), que servirão de 
molde na síntese de novos genomas virais de polaridade negativa, inicia apenas 
após a tradução dos primeiros transcritos primários em proteínas virais. A síntese 
dos antigenomas é mediada pela mesma polimerase viral; todavia, na síntese destas 
cópias complementares ao do genoma do vírus, o complexo enzimático ignora todas 
as junções gênicas. Acredita-se que, de modo genérico para os paramixovírus, a 
concentração de proteína N no meio celular, determine a mudança do estado de 
transcrição para a replicação do RNA viral. (EASTON et al., 2004; GALINSKI, 1991; 
SPILKI et al., 2008).  
Os antigenomas são de 10 a 20 vezes menos abundantes que o genoma 
viral em uma célula infectada; mas mesmo assim, podem ser encontrados vírions 
empacotando essas moléculas intermediárias na síntese de novos genomas virais, 
pois não há um sinal específico de encapsidação. A montagem dos nucleocapsídeos 
ocorre no citoplasma, e supõe-se que a mesma ocorra em passos distintos. 
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Primeiramente, a proteína N livre se associa aos genomas ou antigenomas, 
formando um complexo ribonucleoprotêico (RNP) de simetria helicoidal. Na segunda 
etapa, as proteínas P e L se associam à RNP, formando o nucleocapsídeo. A 
proteína M direciona os nucleocapsídeos às regiões da membrana celular, ricas em 
proteínas de superfície viral, e mais apropriadas ao brotamento da partícula viral. A 
maturação da partícula viral acontece na superfície da célula hospedeira, e os 
vírions permanecem firmemente aderidos à membrana celular até o brotamento viral 
(EASTON et al., 2004; GALINSKI, 1991; SPILKI et al., 2008).  
 
 
2.2.6  Replicação do hMPV in vitro 
 
 
Poucas linhagens celulares são susceptíveis a infecção pelo hMPV, dentre 
elas: LLC-MK2 (células de rim de macaco Rhesus); VERO (células de rim de 
macaco verde africano); HEp-2 (células de carcinoma de laringe); tMK (rim de 
macaco terciário). Todas as linhagens apresentam dependência de tripsina para a 
infectividade, a qual é necessária para a clivagem e ativação da proteína de fusão 
(F). O efeito citopático consiste em um arredondamento e granulação celular, 
seguido da ruptura de membrana e formação de focos multicelulares, devido à ação 
da proteína F, progredindo lentamente para o descolamento da monocamada de 
células (FIGURA 11) (CHAN et al., 2003). O efeito citopático torna-se evidente após 
aproximadamente 17 dias (variação de 3-23 dias), principalmente nas linhagens 
celulares LLC-MK2, HEp-2 e tMK (BOIVIN et al., 2002; CHAN et al., 2003; HAMELIN 
et al., 2004). O hMPV não adsorve eritrócitos e a detecção deste vírus por cultivo 
celular é baseada na reação de RT-PCR a partir do sobrenadante infectado 
(BIACCHESI et al.,  2005; BOIVIN et al., 2002; CASAS et al., 2005; CHAN et al., 
2003; HAMELIN et al.,  2004).  
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FIGURA 11 - EFEITO CITOPÁTICO PRODUZIDO EM CÉLULAS LLC-MK2 INFECTADAS POR 
hMPV.  
FONTE: Hamelin et al. (2004). 
NOTA: A) Célula não infectada. B) Efeito citopático do hMPV consistindo em arredondamento das 
células. C) Efeito citopático consistindo na formação do sincício.  
 
 
 
 
 
Após a primeira descrição do vírus em 2001, muitos países em todos os 
continentes descreveram a sua associação com doenças no trato respiratório em 
indivíduos de todas as faixas etárias (BASTIEN et al., 2003; CUEVAS et al., 2003; 
EBIHARA et al., 2004; ESPER et al., 2003; FREYMOUTH et al., 2003; GRAY et al., 
2006b; HOWE, 2002; MADHI et al., 2003; MAGGI et al., 2003; MIRAZO et al., 2005; 
PEIRIS et al., 2003; RAO et al., 2004).  
No Brasil, o primeiro estudo realizado para investigar a presença deste vírus 
em amostras clínicas foi realizado por Cuevas et al. em 2003. O estudo envolveu 
111 amostras de ANF de crianças com idade inferior a 3 anos, que foram atendidas 
em clínicas e hospitais na Cidade de Aracajú (SE) com diagnóstico de IRA. Foi 
demonstrado que 48% (53/111) das crianças tinham infecção por hRSV, 17% 
(19/111) por hMPV e 7% (8/111) tinham co-infecções por hRSV/hMPV.  
Adicionalmente, evidenciou-se que esta infecção coincidiu com o período das 
2.3  EPIDEMIOLOGIA DA INFECÇÃO POR hMPV 
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chuvas e que ocorre simultaneamente com a circulação do hRSV (CUEVAS et al., 
2003).  
O primeiro relato de análise genética dos hMPV circulantes na América 
Latina foi publicado por Galiano et al. (2006) de amostras da Argentina e por Gray et 
al. (2006a), que descreveram a detecção dos genótipos B1 e B2 em amostras 
coletadas de pacientes do Peru e Argentina nos anos de 2002 a 2003. No Brasil, a 
primeira caracterização genética do hMPV foi publicada por Debur et al. (2007), em 
um estudo utilizando amostras de ANF obtidas de crianças hospitalizadas, onde, 
relatou-se uma positividade de 6,4% do hMPV nas amostras de ANF analisadas e a 
circulação do genótipo A1 no ano de 2000. 
A incidência da infecção por hMPV no mundo varia de 1,5 a 41%, sendo que 
esta diferença está relacionada ao tipo de população estudada (KÖNIG et al., 2004; 
MAHALINGAM et al., 2006). Cuevas et al. (2003) observaram uma maior freqüência 
de infecção por hMPV em pacientes atendidos ambulatorialmente, em comparação 
com pacientes hospitalizados. A maior gravidade da infecção é relatada em crianças, 
principalmente com menos de 2 anos de idade, idosos e indivíduos 
imunocomprometidos (VAN DEN HOOGEN et al., 2004b). 
Em um estudo realizado em 2004 por Boivin et al., com seqüências de 
hMPV isoladas em todos os continentes, verificou-se que 68,8% dos isolados 
pertenciam ao genótipo A (14,1% do subtipo A1 e 54,7% do subtipo A2), enquanto 
31,2% eram do genótipo B (23,4% subtipo B1 e 7,8% subtipo B2). Algumas 
pesquisas mostraram que as amostras do genótipo A estavam mais envolvidas com 
infecções em crianças e em pacientes com doenças crônicas de base (cardiológico 
e/ou pulmonar) e as do genótipo B com infecções em adultos, principalmente 
imunossuprimidos (BOIVIN et al., 2004; CHANO et al., 2005). Vicente et al. (2006) 
sugeriu que o genótipo A é mais patogênico que o genótipo B, causando um quadro 
clínico mais grave em crianças. Entretanto, Agapov et al. (2006) não encontraram 
diferenças no quadro clínico em infecções por hMPV de diferentes genótipos. 
Vários relatos indicam que o hMPV apresenta uma distribuição sazonal, 
similar ao do hRSV e FLU A, contudo infecções por hMPV são usualmente 
diagnosticadas no final do inverno e início da primavera (BOUSCAMBERT-
DUCHAMP et al., 2005; CHANO et al., 2005; EBIHARA et al., 2005; GRAY et al., 
2006b; JARTTI et al., 2002; MULLINS et al., 2004; VAN DEN HOOGEN et al., 
2004b). A distribuição sazonal similar a outros vírus respiratórios pode resultar em 
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co-infecção principalmente com hRSV, onde os sintomas, geralmente, são mais 
exacerbados (CUEVAS et al., 2003; GREENSILL et al., 2003; KONIG et al., 2004).  
 
 
2.3.1  Estudos soroepidemiológicos 
 
 
Estudos soroepidemiológicos do hMPV mostraram que o vírus está 
circulando há pelo menos 50 anos (VAN DEN HOOGEN et al., 2001) e que 89,1% 
das crianças menores de 5 anos apresentam anticorpos (Ig G) específicos para este 
vírus. A prevalência é de 55% em crianças entre 6 a 11 meses, diminuindo para 36% 
em crianças de 12 a 23 meses (GRAY et al., 2006b). Mais de 90% dos indivíduos 
com mais de 5 anos apresentam evidências de exposição prévia ao vírus (LEUNG et 
al., 2005; MIRAZO et al., 2005; VAN DEN HOOGEN et al., 2001).  
Supostamente há dois períodos de aquisição de infecção por hMPV em 
crianças. Um, nos primeiros 3 anos de vida, onde a percentagem de anticorpos 
específicos é de 35 a 45%. O segundo período é após os 4 anos onde a 
percentagem de anticorpos específicos aumenta para 77,3% alcançando 90-100% 
em crianças maiores de 5 anos. Este segundo pico pode estar relacionado com o 
aumento da exposição ao vírus em pré-escolas (LEUNG et al., 2005; MIRAZO et al., 
2005; VAN DEN HOOGEN et al., 2001).  
Casos de infecções graves por hMPV em adultos (BOIVIN et al., 2002) e re-
infecções em indivíduos imunocomprometidos (PELLETIER et al., 2002) sugerem 
que por mais que a infecção seja universal aos 5 anos de idade, novas infecções 
podem ocorrer, devido, provavelmente, a resposta imunológica incompleta e/ou 
infecção por outro subtipo. Doenças mais graves foram relatadas principalmente em 
pacientes pediátricos, o que sugere que a primeira infecção induz uma proteção 
parcial contra o agravamento da infecção (BROOR et al., 2008; EBIHARA et al., 
2004). Entretanto, é importante enfatizar que não há evidências de proteção cruzada 
entre os subtipos em humanos. Três estudos relataram casos de crianças, com 
menos de 12 meses de idade, que em um período menor de um ano foram 
infectadas duas vezes pelo hMPV, sendo que cada infecção foi causada por um 
subtipo diferente do vírus (EBIHARA et al., 2004; PELLETIER et al., 2002; VARGAS 
et al., 2004). 
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Em modelo animal de camundongo BALB/c, a infecção por hMPV resultou 
em doença clínica, com replicação viral e patologia pulmonar. Análises realizadas 
em lavados broncoalveolares (BAL) coletados em diferentes dias após a inoculação 
do vírus nestes camundongos mostraram que neutrófilos representavam 90% do 
total de células no dia 1 e diminuíram gradativamente após o terceiro dia. A 
percentagem de linfócitos aumentou a partir do terceiro dia, alcançando um pico de 
48% do total de células no dia 6. O hMPV não alterou o número de eosinófilos. Em 
relação à resposta imunológica, a soroconversão foi detectada após 5 dias da 
inoculação, detectando-se tanto IgG1 e IgG2a, indicando que o hMPV pode induzir a 
resposta Th1/Th2. Entretanto, IgA e IgE vírus-específico não foram detectados no 
soro. Níveis aumentados de Interleucina-4 e interferon-gama (IFN-γ) foram 
detectados no tecido pulmonar durante o curso da infecção, ao contrário da 
Interleucina-5, a qual não foi detectada. Como sinal clínico, relatou-se a obstrução 
do trato respiratório que foi significante durante os dois primeiros dias após a 
inoculação. Análises histológicas do pulmão mostraram anormalidades 
caracterizadas por um abundante infiltrado perivascular de linfócitos, sendo este, 
moderado na região peribronquiolar e bronquiolar. Verificou-se que a replicação 
pulmonar do vírus ocorreu entre os dias 3 e 5 após a inoculação (DARNIOT et al., 
2005). 
Estudos sobre a patogênese da infecção pelo hMPV em humanos, são ainda 
escassos. Amostras de BAL após 4 dias de detecção de hMPV nas secreções 
nasais de crianças com infecção do trato respiratório, demonstraram que este vírus 
afeta primariamente células do epitélio do trato respiratório. A infecção nestas 
células resulta em degeneração e/ou necrose, perda dos cílios celulares e 
arredondamento, inclusões citoplasmáticas vermelhas, abundantes neutrófilos e 
produção de muco proeminente. Biópsias de pulmão, realizadas após 1 mês da 
detecção do hMPV no ANF, mostraram que estágios tardios da doença causada 
pelo vírus incluem a expansão do tecido linfóide peribronquiolar, metaplasia 
escamosa e acúmulo de macrófagos espumosos no espaço intra-alveolar. Estas 
características indicam cronificação/cura da inflamação com um grau de obstrução 
do trato respiratório e prejuízo da camada muco-ciliar, o que correlaciona bem com 
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um quadro de bronquiolite e respiração ruidosa comum em pacientes com infecção 
por hMPV (PRINCIPI et al., 2006; VARGAS et al., 2004). 
Os estudos sobre a patogênese da infecção pelo hMPV são contraditórios, 
sendo desta forma, necessários maiores esforços para que se compreenda como o 
hMPV desencadeia a doença. Em crianças infectadas por hMPV foram encontradas 
altas concentrações de interleucina-8 (fator quimiostático para neutrófilos) e baixas 
concentrações de RANTES (fator quimiostático para eosinófilos) no aspirado de 
nasofaringe (JARTTI et al., 2002). Em contraste, Lahan et al. (2004) encontraram as 
duas citocinas em concentrações diminuídas. Jartti et al. (2002) demonstraram que 
29% dos casos tiveram linfopenia e em 6% as transaminases estavam elevadas. 
Dados disponíveis sugerem que o hMPV causa uma doença leve em crianças sadias 
e problemas severos em crianças com doenças de base (VAN DEN HOOGEN et al., 
2004b), como nos casos de 2 pacientes com leucemia linfoblásticas que evoluíram 
para óbito (BOIVIN et al., 2002; PELLETIER et al., 2002).  
 
 
 
 
 
O hMPV pode ser transmitido por meio de contato direto com a secreção 
respiratória (MAHALINGAM et al., 2006), sendo que as crianças infectadas 
geralmente excretam o vírus por mais de 10 dias (FALSEY et al., 2006; JOFRÉ et 
al., 2007; SARASINI et al., 2006). Relatos de infecção hospitalar por hMPV 
permitiram determinar que o período de incubação do vírus é de 5 a 6 dias (JOFRÉ 
et al., 2007; PEIRIS et al., 2003), e que os sintomas de febre, tosse, coriza, dispnéia 
e respiração sibilosa freqüentemente duram 4 ± 1,8 dias (FALSEY et al., 2006; 
VIAZOV et al., 2003).  
Williams et al. (2004) conduziram um estudo retrospectivo no período de 
1976 a 2001 no Centro Médico Universitário de Vanderbilt (Estados Unidos), com 
mais de 2.000 amostras de ANF de crianças de 0 a 5 anos de idade com IRA e 
identificou o hMPV em 20% dos casos. Nesta pesquisa foi observado que as 
manifestações clínicas da infecção por hMPV em crianças são similares a infecção 
pelo vírus hRSV. Os sintomas clínicos mais freqüentemente relatados foram 
taquipnéia, febre, tosse, hipóxia, otite, apnéia, conjuntivite e alterações no raio X de 
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tórax, como infiltrados, hiperinsuflação e espessamento da parede bronquial, como 
também descritos em outros estudos (JOFRÉ et al., 2007; WILLIAMS et al., 2004). 
Nenhuma manifestação específica do hMPV foi relatada até o momento. Infecções 
assintomáticas em crianças são praticamente incomuns (WILLIAMS et al., 2004). 
Crianças, principalmente menores de 2 anos de idade (MAGGI et al., 2003), 
com infecções pelo hMPV no trato respiratório inferior, comumente requerem 
hospitalizações por um período médio de 7 dias (BACH et al., 2004; 
SAMRANSAMRUAJKIT et al., 2006), sendo que os diagnósticos clínicos mais 
freqüentes são bronquiolite, bronquite e pneumonia (KHAN et al., 2006). 
Comparando com as infecções por hRSV, observa-se que a faixa etária das crianças 
infectadas pelo hMPV é geralmente mais alta e a gravidade da infecção é um pouco 
menor. Os fatores de risco associados a casos graves de infecções por hMPV são 
prematuridade, doença pulmonar ou cardíaca e comprometimento do sistema imune 
(KHAN et al., 2006; VICENTE et al., 2006). 
O hMPV também foi relatado como agente etiológico de infecções 
respiratórias em adultos e idosos (BOIVIN et al., 2002; FALSEY et al., 2003). Em 
adultos, esta infecção está associada com resfriado, síndromes gripais, bronquite, 
pneumonia, exacerbações de asma e doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) 
(BOIVIN et al., 2002; FALSEY et al., 2003). Falsey et al. (2003) detectaram o hMPV 
em 3,6% casos de IRA em adultos. Os fatores de risco mais descritos para infecções 
no trato respiratório inferior por hMPV em pacientes adultos seriam a idade 
avançada e doença cardiopulmonar (KHAN et al., 2006). Em idosos com doença de 
base, a infecção por hMPV podem levar a quadros de pneumonia, sendo esta 
algumas vezes fatais (BOIVIN et al., 2002; FALSEY et al., 2003). A dispnéia é mais 
relatada em pacientes idosos do que em adultos jovens infectados pelo hMPV 
(FALSEY et al., 2003).  
O estado imune dos pacientes infectados é um fator importante para 
determinar a gravidade da infecção. O hMPV tem sido descrito em indivíduos 
imunossuprimidos (CANE et al., 2003; DARE et al., 2007; ENGLUND et al., 2006; 
KIM et al., 2009; MADHI et al., 2003; MADHI et al., 2007; MARTINO et al., 2005; 
OLIVEIRA et al., 2008). O vírus pode causar infecção prolongada e grave nestes 
indivíduos, principalmente nos pacientes com doenças hematológicas, pacientes 
submetidos a transplante de células tronco hematopoiéticas e transplante pulmonar 
(LARCHER et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2008).  
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Williams et al. (2005a) realizaram um estudo envolvendo 251 pacientes com 
doenças hematológica malignas que apresentavam quadros de IRA. O hMPV foi 
detectado em 22 (9%) casos de IRA. Destes, 20 tiveram sintomas no trato 
respiratório superior, oito evoluíram com infecção no trato respiratório inferior, sendo 
que 3 pacientes morreram e dois deles com co-infecção bacteriana (WILLIAMS et 
al., 2005a). Pelletier et al. (2002) descreveram três casos de infecções no trato 
respiratório inferior de pacientes com leucemia linfocítica aguda, sendo que o hMPV 
foi o único patógeno detectado e um destes casos foi fatal. Madhi et al. (2003) 
relataram casos de infecções por hMPV em crianças infectadas pelo HIV, mas 
outros estudos precisam ser feitos para esclarecer a gravidade desta infecção neste 
grupo de pacientes. 
De um modo geral, infecções respiratórias por vírus estão freqüentemente 
associadas com dificuldade respiratória em crianças e exacerbação da asma em 
pacientes adultos (BROOR et al., 2008; KHAN et al., 2006; WILLIAMS et al., 2005b). 
Tanto a respiração ruidosa, quanto os casos de exacerbação de asma foram 
descritos em infecções pelo hMPV (JARTTI et al., 2002; PEIRIS et al., 2003), 
entretanto, estudos realizados por Rawlinson et al. (2003) não mostraram esta 
associação (RAWLINSON et al., 2003). Em algumas pesquisas envolvendo crianças 
com asma, o hMPV foi mais freqüentemente encontrado do que o hRSV (PEIRIS et 
al., 2003; VAN DEN HOOGEN et al., 2003) 
 
 
 
 
 
Estudos prévios envolvendo o diagnóstico laboratorial do hMPV, utilizaram 
as seguintes metodologias: técnicas de isolamento viral por cultivo celular (REINA et 
al., 2007), detecção do antígeno por imunofluorescência direta (FENWICK et al., 
2007), imunofluorescência indireta (EBIHARA et al., 2005) e por ensaio 
imunoenzimático (KUKAVICA-IBRULJ & BOIVIN, 2009), métodos moleculares 
(CÔTÉ et al., 2003; DARE et al., 2007; THOMAZELLI, et al., 2007) e ensaios 
sorológicos (LEUNG et al.  2005; LIU et al., 2007; HAMELIN & BOIVIN et al., 2005).  
O isolamento por cultivo celular em linhagens de rim de macaco (Macaca 
mulatta), LLC-MK2 ou células HEp-2 é a técnica clássica de detecção viral, no 
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entanto, requer muito tempo para a emissão do resultado, pois o efeito citopático 
torna-se evidente após aproximadamente 17 dias da inoculação (BOIVIN et al., 
2002). Alternativamente, pode-se utilizar a cultura rápida em Shell vial, que promove 
a entrada do vírus na célula e o tempo necessário para isolamento do mesmo varia 
de 2 a 5 dias. Em ambos os casos, para a confirmação do isolamento é preciso 
realizar a detecção do vírus por um segundo método (detecção do antígeno ou 
método molecular) (PERCIVALLE et al., 2005; REINA et al., 2007).  
Ensaio de imunofluorescência usando anticorpos específicos geralmente é 
um método rápido para detectar vírus respiratórios, sendo comumente usados em 
laboratórios clínicos (EBIHARA et al., 2005). Estão disponíveis comercialmente 
anticorpos específicos para o hMPV para serem usados em ensaios de 
imunofluorescência direta e indireta (anticorpos monoclonais da DAKO, Ely, 
Cambridgeshire, UK e CHEMICON International, Inc., respectivamente). No entanto, 
esta metodologia não apresentou uma boa sensibilidade analítica (EBIHARA et al., 
2005; LANDRY et al., 2005; PERCIVALLE et al., 2005), além de requerer habilidade 
do analista e coleta adequada do material (EBIHARA et al., 2005; FOX, 2007; 
LEUNG et al., 2005; MADELEY & PEIRIS, 2002). O padrão de imunofluorescência 
freqüentemente relatado para o hMPV é granular e citoplasmático (FIGURA 12) 
(EBIHARA et al., 2005, FREYMUTH et al., 2009).  
 
 
 
FIGURA 12 - PADRÃO DE IMUNOFLUORESCÊNCIA DE CÉLULAS DA NASOFARINGE 
INFECTADAS POR hMPV MARCADAS COM O ANTICORPO MONOCLONAL 
(Dako, Ely, Cambridgeshire, UK)  
FONTE: Fenwick et al. (2007) 
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Kukavica-Ibrulj & Boivin (2009) relataram a validação do kit da Biotrin 
International Ltd. (Dublin, Ireland), que é um teste imunoenzimático qualitativo de 
captura de antígeno para detecção do hMPV. Anticorpos monoclonais contra as 
proteínas da matriz e proteína de fusão são adsorvidos nos poços da placa e as 
amostras de secreção respiratória são testadas neste ensaio. Este kit foi capaz de 
detectar ambos os genótipos do hMPV, porém com uma sensibilidade menor do que 
o RT-PCR, mas com a vantagem de ser mais rápido e barato. A única limitação do 
teste é a impossibilidade de utilização de amostras previamente congeladas e 
descongeladas, pois pode ocasionar a degradação do antígeno e influenciar no 
resultado (KUKAVICA-IBRULJ & BOIVIN, 2009). 
Recentemente, métodos de EIE (Ensaio imunoenzimático) usando proteínas 
N ou F expressas em procariontes (HAMELIN & BOIVIN, 2005) ou vírus da 
estomatite vesicular (VEV) (LEUNG et al., 2005) e baculovírus recombinante (LIU et 
al., 2007) foram desenvolvidos para detecção de anticorpos contra o hMPV. Estudos 
sorológicos são importantes para análises retrospectivas entre infecções primárias e 
re-infecções pelo hMPV, permitindo um melhor entendimento da resposta imune e 
da epidemiologia deste vírus. No entanto, estes testes não são úteis para um 
diagnóstico rápido da infecção aguda pelo hMPV, pois é preciso demonstrar a 
soroconversão (BROOR et al., 2008).  
Deste modo, metodologias moleculares, como o ensaio de RT-PCR 
realizada de forma convencional ou a RT-PCR em Tempo Real são as técnicas que 
têm apresentado os melhores resultados para a detecção do hMPV (LOVATO et al., 
2007), por oferecerem sensibilidade, especificidade e rapidez (EBIHARA et al., 2005; 
LANDRY et al., 2005; MACKAY et al., 2003; MAERTZDORF et al., 2004). Iniciadores 
direcionados para amplificação dos genes L, N, F ou P tornaram-se testes “padrão-
ouro” para o diagnóstico da infecção pelo hMPV, pois são genes conservados em 
todos os subtipos (CÔTÉ et al., 2003; MACKAY et al., 2004).  
Alternativamente ao RT-PCR convencional e RT-PCR em Tempo Real, 
outras metodologias moleculares foram descritas para a detecção do hMPV. 
Pesquisadores da Universidade de São Paulo utilizaram a técnica de RT-PCR 
convencional para o gene F, com o iniciador forward marcado com o fluoróforo FAM. 
O amplicon foi submetido a uma eletroforese em um seqüenciador automático de 
DNA, no qual o produto fluorescente foi detectado e quantificado pelo software 
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GeneScan® (OLIVEIRA et al., 2009; THOMAZELLI, et al., 2007). A vantagem desta 
técnica é a alta sensibilidade na detecção dos vírus pesquisados, porém o custo 
desta metodologia se torna muito elevado. Dare et al. (2007) utilizaram a 
metodologia de amplificação baseada na seqüência de ácidos nucléicos (NASBA), 
tendo o gene M como alvo para detecção do hMPV em amostras do trato 
respiratório. A sensibilidade e especificidade desta técnica foram menores que a do 
RT-PCR em tempo real para o gene N (DARE et al., 2007).  
Objetivando diminuir o custo da subtipagem do hMPV, Montes et al. (2007) 
descreveram a técnica de Reação em Cadeia da Polimerase, associado com a 
análise do Polimorfismo de Fragmentos de DNA obtidos por Enzimas de Restrição 
(PCR-RFLP). O método realiza a amplificação de uma região do gene F, seguido da 
digestão do produto amplificado com a enzima Tsp509I (New England Biolabs, 
Ipswich, MA, USA) e análise dos fragmentos em um gel de agarose a 3% corado 
com brometo de etídio, conforme demonstrado na Figura 13. 
 
 
FIGURA 13 – SUBTIPAGEM DO hMPV UTILIZANDO O MÉTODO DE PCR-RFLP PARA O GENE F.  
FONTE: Montes et al.  (2007) 
NOTA: Linhas 1 e 15: Peso molecular 100 pb (Tracklt; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), Linhas 2 e 3: 
hMPV subtipo B1, Linhas 4 e 5: hMPV subtipo B2, Linhas 6-8: hMPV subtipo A1, Linhas 9-11: 
hMPV subtipo A1a, Linhas 12-14: hMPV subtipo A2b. 
 
 
 
 
 
Até o momento, nenhuma vacina ou quimioterapia específica estão 
disponíveis para prevenção ou tratamento da infecção por hMPV.  
2.7  TRATAMENTO E PREVENÇÃO DA INFECÇÃO POR hMPV 
 52
Wyde et al. (2004) reportaram resultados de um estudo pré-clínico sugerindo 
que a ribavirina e imunoglobulina G intravenosa, administradas sozinhas ou em 
combinação, podem apresentar algum valor clínico. Estudos em cultura celular 
identificaram que a heparina e o sulfated sialyl lipid (NMSO3) foram capazes de inibir 
a replicação do hMPV e, portanto, serviriam como protótipos para o desenvolvimento 
de novos fármacos, por analogia de estrutura química (WYDE et al. ,2004).  
Estudos para o desenvolvimento de uma vacina específica estão em 
progresso com modelos animais. Tang et al. (2005) estudaram a expressão de uma 
proteína quimérica contendo proteínas do vírus parainfluenza humano tipo 3 e a 
proteína F do hMPV na imunização de macacos verdes africanos contra o hMPV, 
testando uma possível vacina. A proteína F, além de ser conservada entre os 
diferentes grupos de hMPV, foi suficientemente imunogênica para permitir a 
proteção contra a infecção por hMPV na ausência de outras glicoproteínas de 
superfície, como a G e a SH. A exposição à proteína F do hMPV do grupo A 
protegeu contra a infecção pelo hMPV do grupo B, porém este protótipo de vacina 
ainda precisa passar por estudos clínicos (TANG et al., 2005).  
Biacchesi et al. (2005) e Phan et al. (2005) propuseram vacinas de vírus vivo 
atenuado recombinante. O primeiro grupo de pesquisadores desenvolveu um vírus 
hMPV recombinante atenuado com a deleção dos genes G e M2-2 em macacos 
verdes africanos. Após a vacinação em hamsters, o vírus não foi detectado no trato 
respiratório inferior (BIACCHESI et al., 2005). Phan et al. (2005) desenvolveram um 
vírus recombinante quimérico hMPV/APV, onde os genes N e P do hMPV foram 
trocados pelos respectivos genes do APV e atenuados em macacos verdes 
africanos. Esta apresentação foi tão imunogênica quanto o hMPV selvagem (PHAN 
et al., 2005). 
Avanços nos estudos de produção de vacinas e medicamentos são 
importantes para o controle deste novo patógeno e fundamentalmente, é a resposta 
da ciência para prevenir e evitar grandes epidemias. 
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3  JUSTIFICATIVA 
 
 
A emergência de vírus respiratórios é um assunto atual, de grande interesse 
para os profissionais da área de saúde e a população em geral, sendo também de 
fundamental importância para os órgãos relacionados às políticas de saúde pública. 
Diversos trabalhos clínico-epidemiológicos demonstram o impacto destas infecções 
na saúde pública, como também na qualidade de vida dos indivíduos, além das 
acentuadas perdas econômicas. Pesquisas científicas envolvendo análises de 
grande número de pacientes sintomáticos respiratórios têm levado a descrição de 
novos agentes patogênicos virais no trato respiratório, dentre estes o hMPV. Até o 
presente momento, o conhecimento sobre a epidemiologia e a gravidade das 
infecções pelo hMPV na região sul do Brasil é limitado. 
Embora uma terapia antiviral específica para hMPV não esteja disponível, a 
identificação dos pacientes infectados é importante para realizar o manejo clínico 
correto do paciente, prever o prognóstico da infecção e prevenir a transmissão 
nosocomial. Relatos científicos têm demonstrado que este agente é responsável por 
um importante número de hospitalizações por infecções respiratórias em pacientes 
pediátricos, idosos e imunossuprimidos. A padronização de um método para 
diagnóstico laboratorial deste vírus, bem como a sua pesquisa de rotina, contribuirá 
para diminuir o número de casos de IRA de etiologia indefinida, assim como, 
conhecer a importância deste agente na comunidade estudada (subtipos circulantes, 
sazonalidade, faixa etárias mais acometidas, formas de evolução clínica, mortalidade 
e associação com doença pulmonar progressiva crônica), além de contribuir com 
dados para os serviços de vigilância epidemiológica da instituição na tomada de 
medidas preventivas com o intuito de limitar a sua disseminação.  
A caracterização genotípica das variantes circulantes possibilitará uma maior 
compreensão da circulação deste patógeno nesta comunidade, assim como 
permitirá a produção de insumos para o seu diagnóstico, além de prever qual o 
impacto que a imunização teria nesta população, quando houver a disponibilização 
das vacinas, que se encontram em fases iniciais de estudos clínicos.  
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4  OBJETIVOS 
 
 
 
 
 
O presente estudo tem por objetivo realizar a identificação laboratorial do 
metapneumovirus humano (hMPV) em amostras de pacientes com infecção 
respiratória aguda hospitalizados no HC-UFPR e pacientes ambulatoriais 
participantes do Programa de Vigilância Epidemiológica do Influenza, durante os 
anos de 2006 a 2008.  
 
 
 
 
 
- Padronizar a técnica de RT-PCR para detectar o gene N do hMPV em secreções 
respiratórias (aspirado de nasofaringe) e produzir um controle positivo por meio da 
tecnologia de DNA recombinante; 
- Isolar o vírus em cultivo celular para ampliar a carga viral para posterior 
seqüenciamento do genoma do vírus; 
- Determinar os subtipos de hMPV detectados por meio do seqüenciamento genético 
dos genes F ou N e por meio da metodologia de PCR seguido de análise do 
polimorfismo dos fragmentos de restrição (PCR-RFLP);  
- Determinar a sazonalidade e incidência de IRA por hMPV nos pacientes 
hospitalizados no HC-UFPR e atendidos nas unidades básicas de saúde de 
Curitiba; 
- Descrever as características clínicas-epidemiológicas dos pacientes hospitalizados 
e ambulatoriais infectados pelo hMPV e correlacionar com os subtipos circulantes. 
4.1  OBJETIVO GERAL
4.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
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5  MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
 
 
 
Este estudo caracterizou-se como descritivo e de corte transversal. Essa 
pesquisa foi de caráter retrospectivo, pois analisou amostras armazenadas de ANF 
de pacientes com IRA hospitalizados no HC-UFPR e atendidos nas Unidades 
Básicas de Saúde (UBS) do Bairro Alto e Salgado Filho, que foram encaminhadas 
ao Laboratório de Virologia do HC-UFPR para pesquisa de vírus respiratórios, 
durante os anos de 2006 a 2008, portanto tratou-se de uma amostragem de 
conveniência. Quanto aos fins, foi uma pesquisa aplicada, pois objetivou a 
padronização do método de RT-PCR para diagnóstico laboratorial do hMPV, bem 
como a investigação das características clínico-epidemiológicas desse vírus. Assim 
sendo, essa pesquisa pode ser classificada em relação aos dados como 
quantitativa, em relação aos objetivos como descritiva e em relação aos 
procedimentos utilizados como experimental. 
 
 
 
 
 
O setor de virologia do HC-UFPR analisa anualmente em torno de 500 
amostras clínicas para a pesquisa de vírus respiratórios. Este material é coletado de 
pacientes hospitalizados nas unidades de pediatria (Serviço de Emergência, 
Unidade de Terapia Intensiva e Infectologia) e na unidade de Transplante de células 
tronco hematopoiéticas (TCTH) e de pacientes ambulatoriais atendidos nas UBS do 
Bairro Alto e do Salgado Filho, selecionados pelo Programa de Vigilância 
Epidemiológica do vírus Influenza do Ministério da Saúde. Alíquotas de todo o 
material analisado são armazenadas em meio de transporte viral (Tampão Fosfato 
Triptose com gelatina 0,5%, pH 7,2) em temperatura de -70ºC para posterior análise 
por técnicas de biologia molecular e cultivo celular. 
5.1  DESCRIÇÃO DO ESTUDO 
5.2  AMOSTRAS 
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O HC-UFPR se caracteriza como um hospital terciário, ou seja, atendendo 
apenas casos de maior gravidade. Os pacientes são provenientes do pronto 
atendimento do HC-UFPR, pacientes transferidos de outros hospitais ou 
encaminhados de Unidades de Saúde da Prefeitura Municipal de Curitiba e também 
da região metropolitana.  
 
 
5.2.1  Critérios de inclusão 
 
 
Amostras de ANF coletadas de pacientes com IRA hospitalizados no HC-
UFPR e atendidos nas UBS do Bairro Alto e do Salgado Filho que foram 
encaminhadas ao laboratório de virologia do HC-UFPR durante os anos de 2006 a 
2008. 
 
 
5.2.2  Critérios de exclusão 
 
 
Amostras transportadas fora do gelo ou coletadas em frascos inadequados, 
ou seja, frascos reutilizados. 
 
 
 
 
 
A utilização de amostras humanas de secreção respiratória foi autorizada 
pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do HC-UFPR sob 
número de registro 1198.046/2006-04 (ANEXO). 
 
 
 
 
5.3  APROVAÇÃO NO COMITÊ DE ÉTICA 
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A coleta das amostras de ANF dos pacientes hospitalizados nas unidades de 
pediatria do HC-UFPR foi realizada no momento da internação para o tratamento da 
IRA e dos pacientes atendidos nas unidades de TCTH a coleta de ANF foi realizada 
de todos os pacientes que apresentavam algum sintoma de infecção respiratória. Os 
pacientes atendidos nas UBS do Bairro Alto e Salgado Filho que apresentavam 
sintomas de febre acompanhado de pelo menos uma manifestação clínica 
respiratória (tosse, dispnéia, respiração ruidosa, dor de garganta) e uma sistêmica 
(otalgia, mialgia, dor de cabeça) com início a não mais de 5 dias da data da coleta, 
eram convidados a participar do Programa de Vigilância Epidemiológica do vírus 
Influenza do Ministério da Saúde, sendo coletado, então, o ANF.    
 
 
5.4.1  Processamento das amostras 
 
 
O ANF transportado em meio de transporte viral (Tampão Fosfato Triptose 
com gelatina 0,5%, pH 7,2) foi centrifugado durante 10 minutos a 1.500 RPM. O 
sobrenadante foi separado em duas alíquotas, uma para os testes de biologia 
molecular (RT-PCR) e outra para o isolamento viral em cultura de células, a qual foi 
tratada com antibiótico (penicilina e estreptomicina 1%) e antifúngico (anfotericina B 
1mg/mL). Ambas as alíquotas foram armazenadas em freezer -70ºC até a sua 
utilização. Por outro lado, as células no sedimento foram lavadas com tampão 
fosfato (PBS) pH 7,2 e depositadas sobre lâminas de vidro, fixadas em acetona à 
4ºC por 10 minutos e analisadas por meio do ensaio de imunofluorescência indireta 
(IFI) para os vírus FLUA, FLUB, hRSV, AdV, PIV 1, PIV2 e PV3 com o kit 
CHEMICON International Inc (Temecula, CA). 
 
 
 
 
 
5.4  PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS CLÍNICAS
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5.5.1  Extração do RNA Viral 
 
 
O RNA total foi extraído de 300 µL de amostra pelo método do tiocianato de 
guanidina conforme descrito por Casas et al. (1995). 
Em um tubo eppendorf foi acrescentado 300 µL de amostra clínica que foi 
aliquotada para a reação de RT-PCR e adicionou-se 200 µL do tampão de lise 
(Tiocianato de Guanidina 4 M, Citrato de sódio 25 mM pH 7,0, DTT 1 mM, Sarkosyl 
0,5%, Glicogênio 1 µg/µL e 500 cópias de Pseudorabies vírus - PRV). A lise ocorreu 
em 10 minutos à temperatura ambiente. Posteriormente foi adicionado 250 µL de 
isopropanol frio, conservado à -20ºC para precipitação do material genético. Após 
centrifugação a 13.000 - 14.000 g durante 10 minutos à 4ºC, o sobrenandante foi 
descartado e acrescentado 500 µL de etanol 70% frio, conservado à -20ºC para 
lavagem do pellet. Após nova centrifugação a 13.000 – 14.000 g durante 10 minutos 
à 4ºC, o sobrenadante foi desprezado e o pellet contendo o RNA / DNA extraído foi 
ressuspenso em 22,5 µL de água livre de nuclease. O material genético foi 
conservado à -70ºC até realização da transcrição reversa. 
 
 
5.5.2  Transcrição reversa associada à reação em cadeia da polimerase  
 
 
A transcrição reversa e reação em cadeia da polimerase foram realizadas de 
acordo com o protocolo descrito por Mirazo et al. (2005), com algumas modificações. 
Após a extração, 7 µL do RNA foram utilizados para a síntese do DNA 
complementar (cDNA) utilizando-se 62,5 µg de iniciador randômico (Amersham 
Pharmacia Biotech), incubando-se a 94ºC por 2 minutos. Após resfriamento a 4ºC 
foram adicionados 200 U da enzima transcriptase reversa (Superscript II RT, 
Invitrogen Life Technologies), 10 U do inibidor de RNase (Enzima RNAse OUTTM, 
Invitrogen Life Technologies), em solução tampão específica. A reação foi incubada 
5.5  TRANSCRIÇÃO REVERSA ASSOCIADA À REAÇÃO EM CADEIA DA 
POLIMERASE (RT-PCR) PARA DETECÇÃO DO GENE N. 
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por 1h à 42ºC de acordo com o protocolo da enzima transcriptase reversa 
(Superscript II RT, Invitrogen, Life Technologies).  
O cDNA obtido foi amplificado para detectar uma região conservada do gene 
da nucleoproteína (N) (posições 112–1040 nucleotídeos, baseado na seqüência 
AY297749) de 928 pares de base (pb). Para tanto, 2,5 µL do cDNA foram 
amplificados utilizando-se 5 pmol de cada um dos iniciadores N2 (5’ – 
GAGTCTCAGTACACAATAA - 3’) e N3 (5’ – GCATTTCCGAGAACAACAC - 3’), 10 
pmol de cada um dos iniciadores PRV1- (5’ - ATGACGCCGATGTACTTCTTCTT - 3’) 
e PRV1+ (5’ – CGCGTGGTCTACGGGGACACGGA - 3’), 1,25 U da Taq DNA 
polimerase (Invitrogen, Life Techonologies), 2,5 mM de solução de 
deoxinucleotídeos (dNTPs) e 50 mM de MgCl2 (INVITROGEN, Life Technologies, 
Carlsbad, CA). A amplificação ocorreu com a seguinte ciclagem: desnaturação inicial 
a 94°C por 3 minutos, seguidos de 50 ciclos de desnaturação a 94°C por 45 
segundos, anelamento dos iniciadores a 50°C por 30 segundos e extensão a 72°C 
por 1 minuto, além de uma extensão final a 72°C por 10 minutos (APÊNDICE 1).  
 
 
5.5.3  Detecção do Produto Amplificado 
 
 
O produto da reação foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose a 
1,0% (Sigma Chemical) em tampão de corrida: 1.000 ml de TBE 1X (Tri-borato 
0,09M e EDTA 0,002M) (Gibco BRL) pH 8,0 + 0,1 µl/mL de brometo de etídio e 
visualizados sob luz ultravioleta.  
Foi utilizado na corrida eletroforética, juntamente com as amostras, controle 
positivo e negativo da reação, um marcador de massa molecular (1Kb Plus DNA 
Ladder - Invitrogen, Life Technologies). A corrida desenvolveu-se a 100 V/cm, por 
aproximadamente 45 minutos.  
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5.5.4  Validação de cada lote de extração e reação de RT-PCR para o gene N 
 
 
Cada rotina de extração/RT-PCR/deteção das amostras de ANF foi 
analisada juntamente com um controle interno (plasmídeo contendo um inserto do 
PRV presente no tampão de extração), um controle negativo (água) e um controle 
positivo. 
Foram consideradas negativas as amostras que não apresentaram banda de 
928 pb no gel, mas apenas bandas de 190 pb, referente ao controle interno PRV. 
Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram uma banda de 
928 pb estando ou não presente a banda de 190 pb referente ao controle interno 
PRV.  
As amostras que não apresentaram bandas de 190 pb e 928 pb, foram 
extraídas novamente. 
 
 
 
 
 
 
Para a produção de um controle positivo, um produto de PCR de uma 
amostra positiva (nº 1853/00) para hMPV em aspirado de nasofaringe, foi purificado 
utilizando o High Pure PCR Product Purification kit (Roche Inc., Valencia, CA), e 
ligado em um vetor pGEM-T (Easy Vector Systems, PROMEGA Inc., USA) (FIGURA 
14), com 3 U Weiss da enzima T4 DNA ligase, seguindo o protocolo descrito pelo 
fabricante. A ligação obtida foi transformada em células de E. coli (Top10F’) 
quimicamente competentes, conforme descrito por Raboni et al. (2007). 
 
5.6  PRODUÇÃO DE UM CONTROLE POSITIVO 
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FIGURA 14 – MAPA CIRCULAR DO VETOR pGEM-T (PROMEGA).  
FONTE: Manual técnico do kit pGEM ® - T and pGEM ® - T (Easy Vector Systems, PROMEGA Inc, 
USA). 
 
 
A análise dos clones recombinantes foi realizada pela técnica de PCR de 
colônia. As colônias brancas (marcador de seleção) foram transferidas para um tubo 
tipo eppendorf com o auxílio de um palito, lisadas por aquecimento e utilizadas como 
alvo para amplificação do fragmento de 928pb do gene da nucleoproteína do hMPV. 
A amplificação foi realizada com 5 pmol de cada um dos iniciadores N2/N3, 2,5 mM 
de dNTPs, 50 mM de MgCl2 (INVITROGEN, Life Technologies, Carlsbad, CA), 2,5 U 
de Taq DNA polimerase (INVITROGEN, Life Technologies, Carlsbad, CA). A 
ciclagem utilizada foi de: desnaturação inicial a 94°C por 3 minutos, seguidos de 35 
ciclos de desnaturação a 94°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 30 
segundos e extensão a 72°C por 1 minuto, finalizando com uma extensão final a 
72°C durante 10 minutos.  
O produto de PCR foi analisado em gel de agarose a 1% corado com 
brometo de etídio, separados com uma voltagem de 100 V por aproximadamente 45 
minutos. A visualização do produto de 928 pb foi realizada sob luz ultravioleta, com 
auxílio do marcador de massa molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Life 
Technologies) aplicado juntamente no gel. 
Após a interpretação dos resultados, escolheram-se três clones positivos 
para amplificação (pré-inóculo) em meio Luria Broth (LB) com ampicilina (100 µg/µL) 
a 37°C, durante a noite e sob agitação. Alíquotas de 500 µL de cada pré-inóculo 
foram separadas para confecção de estoque em glicerol 50% (v/v), armazenadas a   
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-20ºC e a –70ºC. Além disso, outra alíquota do pré-inóculo foi utilizada para extração 
do DNA plasmidial com o QIAprep® Spin Miniprep kit (QIAGEN Inc., CA), conforme 
descrito pelo fabricante.  
Para verificar a presença do inserto no plasmídeo, 2 µL da mini-preparação 
dos três clones escolhidos, foi digerida com 10 U da enzima Eco R1 (GIBCO BRL), 
por 1 hora à 37ºC. O resultado da digestão foi analisado em gel de agarose a 1% 
corado com brometo de etídio. A amostra foi separada sob uma voltagem constante 
de 100 V por aproximadamente 45 minutos, e o produto esperado de 928 pb 
visualizado sob luz ultravioleta com o auxílio de um marcador de massa molecular 
1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Life Technologies).  
Para confirmar a identidade do clone, realizou-se o seqüenciamento do DNA 
inserido no plasmídeo com 5 pmol do iniciador pUC/M13 (foward e reverse), 
utilizando o kit Big Dye Terminator Sequencing em um analisador genético ABI 3100 
(Applied Biosystems Inc., CA). A seqüência nucleotídica obtida (325 pb) foi 
primeiramente alinhada com seqüências previamente publicadas de hMPV, 
utilizando a ferramenta BLAST (nucleotide-nucleotide BLAST – bastn) disponível no 
GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/).  
Com o intuito de caracterizar molecularmente a amostra selecionada para 
confecção do controle positivo selecionou-se seqüências completas do gene da 
nucleoproteína disponíveis no banco de dados do GenBank com os seguintes 
números de acessso: AY530089, AY530090, AY530091, AY530092, AY530093, 
AY530094 e AY530095, representando isolados de hMPV do Japão, entre os anos 
de 2003-2004; AY297748 do isolado CAN98-75 e AY297749 do isolado CAN97-83, 
ambos do Canadá; AF371337, AY525843, AY355328, AY355335 da Holanda, e 
como grupo controle um isolado de metapneumovírus aviário do tipo C (APVC) 
AF176590. As seqüências foram alinhadas com o software ClustalW (THOMPSON 
et al., 1994) e analisada pelo método bootstrapped neighbor-joining (1.000 réplicas), 
usando a complete deletion e os parâmetros de Kimura-2 do software MEGA v.3 
(KUMAR et al., 2004). 
O plasmídeo assim obtido foi utilizado como controle positivo das reações de 
PCR para confirmação da identificação do hMPV.  
 
 
 
 63
 
 
Para determinar a sensibilidade de detecção do PCR, o plasmídeo 
recombinante foi diluído seriadamente (10-2 a 10-10) a partir de uma concentração 
determinada por espectrofotometria. Em seguida, foi realizada a reação de PCR 
para amplificação do gene N do hMPV e o número de cópias detectadas foi 
calculado.  
A especificidade do ensaio foi determinada testando amostras de ANF 
positivas por imunofluorescência indireta (Chemicon International Inc., Temecula, 
CA) para cada um dos vírus FLUA (nº 2228/06 e 1461/07), FLUB (nº 1956/06 e 
724/07), hRSV (nº 1335/06, 1482/07 e 377/08), AdV (nº 1400/07 e 3316/08), PIV 1 
(nº 450/06 e 2129/07), PIV2 (nº 1991/07 e 3356/08) e PIV3 (nº 1203/06 e 2639/07). 
De forma a determinar uma possível inibição na amplificação do gene N pelo 
controle interno presente no tampão de extração, 500 cópias do PRV foram 
adicionadas a cada uma das diluições seriadas do plasmídeo recombinante (10-2 a 
10-10) e a reação de PCR para o gene N foi realizada conforme descrito 
anteriormente no item 5.5.2.  
 
 
 
 
 
Para o isolamento viral foram utilizadas as alíquotas de ANF separadas para 
cultivo celular e armazenadas a -70ºC, das amostras onde o hMPV foi detectado 
pela reação de RT-PCR para o gene N. 
 
  
5.8.1  Cultivo convencional 
 
 
O isolamento do hMPV foi realizado com a linhagem celular LLC-MK2 
(células de rim de macaco Rhesus) passagem nº 62, onde foram inoculados 200 µL 
da amostra e incubado à 36ºC com 1 mL de meio de manutenção viral (Meio Mínimo 
5.7  VALIDAÇÃO DA METODOLOGIA DE RT-PCR PARA O GENE N DO hMPV 
5.8  ISOLAMENTO EM CULTURA CELULAR 
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Essencial Gibco com 2 mg/mL de tripsina TPCK - Sigma), conforme descrito por 
Mirazo et al. (2005). As células foram observadas em microscópio de campo 
invertido duas vezes por semana em busca de efeito citopático, durante um período 
de até 30 dias ou descolamento das células do tubo de cultura. Em casos de 
descolamento das células 200 µl do sobrenadante foi reinoculado. Alíquotas de 200 
µL do sobrenadante da cultura foram retirados semanalmente para identificação do 
isolado viral pela metodologia de RT-PCR para o gene N. 
 
 
5.8.2  Cultivo pela metodologia da centrifugação rápida (Shell vial) 
 
 
A metodologia de cultivo rápido em Shell vial foi realizada nas linhagens LLC-
MK2 (passagem nº 63) e HEp-2 (passagem nº 85) cultivadas em placas de cultura 
celular de 24 poços. Foram inoculados 200 µL da amostra e centrifugados a 700 x g 
por 45 minutos. Após foi adicionado 1 mL de meio de manutenção viral (Meio 
Mínimo Essencial Gibco com 1% de soro bovino fetal ICN Biomedicals Inc e 2 µg/mL 
de tripsina TPCK - Sigma) e incubadas a 36ºC, conforme descrito por Reina et al.  
(2007). As células foram observadas em microscópio de campo invertido a cada dois 
dias em busca de efeitos citopáticos. Alíquotas de 200 µL do sobrenadante foram 
retiradas nos 3 primeiros dias após inoculação e depois a cada 5 dias até completar 
30 dias de incubação ou descolamento das células do poço de cultura. Em casos de 
descolamento das células 200 µL do sobrenadante foi reinoculado. Estas alíquotas 
foram analisadas pela metodologia de RT-PCR para o gene N do hMPV para 
identificação do isolado viral. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 65
 
 
 
5.9.1  Determinação dos subtipos do hMPV por meio da metodologia de PCR-RFLP 
 
 
A reação de PCR-RFLP foi realizada com o produto de PCR do gene F, 
obtido pela técnica de Nested-PCR conforme descrito por Kaida et al. (2006).  
Os cDNAs das amostras positivas para hMPV (detectadas pelo RT-PCR para 
o gene N) foram amplificados para detectar uma região do gene da proteína de 
fusão (F) (posições 3728-4168 nucleotídeos, baseado na seqüência AY297749) de 
440pb. Para tanto, 2,5 µL do cDNA foi usado em 25 µL de reação contendo os 
seguintes reagentes: 2,5 µL de 10x PCR buffer menos Mg (INVITROGEN, Life 
Technologies, Carlsbad, CA), 0,75 µL de 50 mM MgCl2 (INVITROGEN, Life 
Technologies, Carlsbad, CA), 4 µL de 2,5 mM dNTPs, 10 pmol de cada um dos 
iniciadores FF1 (5’ - CWTTRGACYTAATGACWGATG - 3’) e RR1 (5’ – 
GTCTTCCTGTGCTRACTTTG - 3’), 1,25 U de Taq Polimerase (INVITROGEN, Life 
Technologies, Carlsbad, CA) e o volume completado com água destilada. A 
amplificação ocorreu com a seguinte ciclagem: desnaturação inicial a 94°C por 3 
minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 45 segundos, 
anelamento dos iniciadores a 55°C por 30 segundos e extensão a 72°C por 45 
segundos, além de uma extensão final a 72°C por 10 minutos.  
O segundo PCR foi realizado para detectar uma região mais interna do gene 
da proteína F (posições 3765-4113, baseado na seqüência AY297749) de 348 pb. 
Para tanto, 1 µL do primeiro PCR foi usado em 25 µL de reação contendo os 
seguintes reagentes: 2,5 µL de 10x PCR buffer menos Mg (INVITROGEN, Life 
Technologies, Carlsbad, CA), 0,75 µL de 50 mM MgCl2 (INVITROGEN, Life 
Technologies, Carlsbad, CA), 4 µL de 2,5 mM dNTPs, 10 pmol de cada um dos 
iniciadores FF2 (5’ - CATGCCRACATCTGCAGG - 3’) e RR2 (5’ – 
YTCCYTTGAYTGCTCAGCAAC- 3’), 1,25 U de Taq Polimerase (INVITROGEN, Life 
Technologies, Carlsbad, CA) e o volume completado com água destilada. A 
amplificação ocorreu com a seguinte ciclagem: desnaturação inicial a 94°C por 3 
minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 45 segundos, 
5.9  SUBTIPAGEM DO hMPV 
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anelamento dos iniciadores a 58°C por 30 segundos e extensão a 72°C por 45 
segundos, além de uma extensão final a 72°C por 10 minutos.  
O produto do segundo PCR foi analisado em gel de agarose a 1% corado 
com brometo de etídio, separados com uma voltagem de 100 V por 
aproximadamente 45 minutos. A visualização do produto de 348 pb foi realizada sob 
luz ultravioleta, com auxílio do marcador de massa molecular 1Kb Plus DNA Ladder 
(Invitrogen, Life Technologies) aplicado juntamente no gel. 
A subtipagem por PCR-RFLP foi realizada digerindo 8 µL do produto do 
segundo PCR para o gene F (348 pb) com 15 U da enzima Tsp509I durante 1 hora à 
65ºC. 
Os fragmentos resultantes foram submetidos a uma eletroforese em gel de 
agarose a 3,0% (Sigma Chemical) em tampão de corrida: 1000 mL de TBE 1X (Tri-
borato 0,09M e EDTA 0,002M) (Gibco BRL) pH 8,0 + 0,1 µL/mL de brometo de 
etídio, e visualizados sob luz ultravioleta. Foi utilizado na corrida eletroforética, 
juntamente com as amostras, um marcador de massa molecular 1Kb Plus DNA 
Ladder (Invitrogen, Life Technologies). A corrida foi desenvolvida a 100 V/cm, por 
aproximadamente 45 minutos.  
O resultado dessa digestão foi comparado com os padrões de digestão 
descritos por Montes et al. (2007) para determinação dos subtipos de hMPV: subtipo 
A1 (dois fragmentos: 102 e 246 pb); subtipo A2a (dois fragmentos: 76 e 219 pb); 
subtipo A2b (um fragmento de 295 pb); subtipo B1 (3 fragmentos: 77, 116, 153 pb) e 
subtipo B2 (2 fragmentos: 153 e 193 pb), com a utilização do software E-capt version 
12.7 for Windows 2004-2005. 
 
 
5.9.2  Determinação dos subtipos do hMPV por meio de seqüenciamento genético 
 
 
Para a determinação dos subtipos de hMPV detectados, foram seqüenciados 
os produtos de PCR obtidos para os genes F (produto do primeiro PCR) e N do 
genoma viral.  
Os produtos de PCR obtidos para os genes F e N foram purificados utilizando 
os kits Pure LinkTM Quick gel Extraction kit (INVITROGEN, Life Technologies, 
Carlsbad, CA) ou NucleoSpin® Extract II (Macherey-Nagel), de acordo com as 
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informações do fabricante. O produto purificado foi quantificado no 
espectrofotômetro NanoDrop® ND-1000 e uma concentração final de 5 a 10 ng de 
DNA foram utilizadas para o seqüenciamento genético do gene F e de 10 a 20 ng de 
DNA para o gene N. Ambas as fitas foram seqüenciadas com os iniciadores 
utilizados na reação de PCR. Para o seqüenciamento foi utilizado o kit Big Dye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Standard (Applied Biosystems Division, Foster 
City, CA), com o seguinte protocolo para 20 µL de volume final de reação: 4 µL de 
Big Dye Terminator v3.1, 2 µL de BigDye Terminator v1.1/3.1 Sequencing Buffer 5X, 
3,2 pmol de cada um dos iniciadores/reação, pelo menos 5 µL da concentração 
estipulada do produto de PCR purificado e o volume completado com água 
destilada. A reação de seqüenciamento ocorreu com a seguinte ciclagem: 
desnaturação inicial a 96°C por 1 minuto, seguidos de 40 ciclos de desnaturação a 
96°C por 15 segundos, anelamento dos iniciadores a 50°C por 15 segundos e 
extensão a 60°C por 4 minutos, sendo que a rampa de alteração da temperatura foi 
de 1ºC/segundo.  
Os fragmentos obtidos da reação de seqüenciamento foram purificados com 
125 µL de isopropanol a 75% e centrifugados a 13.000 - 14.000 g durante 40 
minutos para precipitação do material genético. O sobrenadante foi descartado e o 
sedimento desnaturado e solubilizado com 10 µL de formamida HiDi (Applied 
Biosystems Inc., CA) a 94ºC por 2 minutos e analisados no equipamento ABI 3130 
(Applied Biosystems Inc., CA) com capilar de 50 cm de comprimento e polímero 
POP 7 (Applied Biosystems Inc., CA). As seqüências nucleotídicas obtidas foram 
alinhadas com seqüências previamente publicadas de hMPV, utilizando a ferramenta 
BLAST (nucleotide-nucleotide BLAST – bastn) disponível no GenBank 
(http://www.ncbi.nih.gov). 
Para a análise filogenética foram selecionadas seqüências nucleotídicas dos 
genes estudados disponíveis no banco de dados do GenBank, com os seguintes 
números de acesso: EU857607 (TN/85/4-17), EU857582 (TN/95/2-52), EU857572 
(TN/87/2-7), EU857573 (TN/88/4-21), EU857548 (TN/94/7-11), EU857544 (TN/94/9-
11), EU857553 (TN/00/3-14), EU857551 (TN/92/2-50), EU857566 (TN/85/6-3), 
EU857564 (TN/86/3-14) para o gene F, conforme descrito por Yang et al.  (2009) e 
AY145285 (CAN98-79), AY145281 (CAN98-75), AY145280 (CAN98-74), AY145279 
(CAN98-73), AY145274 (CAN00-14), AF371337 (NL/00-1), AY145277 (CAN97-82), 
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AY525843 (NL/1/99), EU179266 (LIV03-315), AY145276 (CAN00-16), AY530095 
(JPS03-240), AY145272 (CAN00-12), AY145276 (CAN00-16) para o gene N, 
conforme descrito por Huck et al. (2006). Como grupo controle foi utilizado o APV 
tipo C: EF199771 e EF199772 para o gene F e AY590688 para o gene N. As 
seqüências foram alinhadas com o software ClustalW (THOMPSON et al., 1994) e 
analisada pelo método bootstrapped neighbor-joining (2.000 réplicas), usando a 
complete deletion e os parâmetros de Kimura-2 do software MEGA v.4 (KIMURA, 
1980; TAMURA et al., 2007). 
Para análise de similaridade e identidade das seqüências obtidas foram 
utilizados o software Bioedit version 7.0.9.0 e as seguintes seqüências como 
referência para o gene F (EU857548, representando o subtipo A1; EU857551, 
representando o subtipo A2a; EU857564, representando o subtipo A2b; EU857572, 
representando o subtipo B1 e EU857582, representando o subtipo B2) e para o gene 
N (AY145274, representando o subtipo A1; AY145276, representando o subtipo A2a; 
EU179266, representando o subtipo A2b; AY525843, representando o subtipo B1 e 
AY145281, representando o subtipo B2). 
 
 
 
 
 
O protocolo para detecção do hMPV (APÊNDICE 1) foi utilizado para a reação 
de RT-PCR para detecção do gene N. Para identificação das amostras de ANF 
analisadas, as mesmas seguiram a numeração do registro do laboratório de 
virologia.  
Os dados clínicos e laboratoriais dos pacientes infectados por hMPV foram 
obtidos nos prontuários médicos arquivados na instituição ou disponíveis no 
prontuário eletrônico da Secretaria Municipal de Saúde de Curitiba e registrados em 
formulários específicos (APÊNDICES 2, 3 e 4). Os instrumentos de coleta de dados 
foram validados após adequações às estruturas dos prontuários.  
 
 
 
5.10  INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS 
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Os dados clínicos e demográficos foram comparados com a subtipagem do 
hMPV usando uma planilha do Microsoft Office Excel 2007. As análises estatísticas 
foram realizadas usando os testes de Q-quadrado para comparar proporções, teste 
exato de Fisher para comparar as médias e o teste de Wilcoxon para comparar as 
medianas, com o auxílio do software Graph Pad Prism versão 3.00 para Windows, 
GraphPad Software, San Diego, California USA. Em todas as análises um valor de 
p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.  
5.11  ANÁLISE ESTATÍSTICA 
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6  RESULTADOS 
 
 
 
 
 
O laboratório de virologia do HC-UFPR não dispunha de uma amostra 
sabidamente positiva para o hMPV de modo a servir como controle positivo. Desse 
modo, a reação de RT-PCR seguindo o protocolo descrito por Mirazo et al. (2005), 
foi realizada em um grupo aleatório de amostras de ANF coletadas no período de 
inverno dos anos de 2000 a 2005 até se obter um produto de PCR do tamanho 
esperado (928 pb). Esse produto foi caracterizado e usado para a produção do 
controle positivo e padronização da metodologia de RT-PCR para o gene N do 
hMPV. 
Para a produção desse controle, uma amostra previamente positiva (nº 
1853/2000) (FIGURA 15) foi purificada (FIGURA 16) e clonada em vetor pGEM-T 
(Easy Vector Systems). Para confirmar a ligação, além da seleção Lac (devido a 
presença no sítio de clonagem do vetor pGEM-T do gene Lac Z – FIGURA 14), 
realizou-se a técnica de PCR de colônia (FIGURA 17). Selecionaram-se as colônias 
3, 5 e 10 para realização do pré-inóculo e posterior mini-preparação, por 
apresentarem uma banda com intensidade mais forte do que as demais colônias. 
 
 
FIGURA 15 – DETECÇÃO DA AMPLIFICAÇÃO PARCIAL DO GENE DA NUCLEOPROTEÍNA (N: 
928pb) DO hMPV ATRAVÉS DA ANÁLISE DO GEL DE AGAROSE 1% CORADO 
COM BROMETO DE ETÍDEO.  
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Linha 1: Padrão de massa molecular 100pb DNA Ladder (Invitrogen, Life Technologies); Linha 
2: amostra nº 1853 coletada em 2000; Linha 3: amostra nº 1041 coletada em 2001; Linha 4: 
amostra nº 1298 coletada em 2002; Linha 5: controle negativo.   
6.1PADRONIZAÇÃO DA RT-PCR PARA O GENE N DO hMPV 
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FIGURA 16 – GEL DE AGAROSE 1% CORADO COM BROMETO DE ETÍDEO DEMONSTRANDO O 
PRODUTO DE RT-PCR (GENE N DO hMPV) APÓS A PURIFICAÇÃO COM O HIGH 
PURE PCR PRODUCT PURIFICATION KIT (Roche Inc., Valencia, CA) 
FONTE: O autor (2010) 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 17 – GEL DE AGAROSE 1% CORADOS COM BROMETO DE ETÍDEO DEMONSTRANDO 
O RESULTADO DA REAÇÃO DE PCR ESPECÍFICA PARA O GENE N DO hMPV 
REALIZADA A PARTIR DE COLÔNIA DE BACTÉRIAS E. COLI TOP 10F’ 
TRANSFORMADAS 
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Linha 1: Padrão massa molecular 1Kb Plus DNA Ladder; Linha 2 – 11: colônias 1 – 10, 
respectivamente. Linha 12: Padrão massa molecular 1Kb Plus DNA Ladder; Linha 13 - 22: 
colônias 11 – 20, respectivamente.  
 
 
Também para a verificação do inserto, realizou-se a digestão das três mini-
preparações com a enzima Eco R1 que apresenta como seqüência de 
reconhecimento os nucleotídeos GAATTC. A Figura 18 representa o gel de agarose 
obtido desta digestão, onde é possível verificar uma banda fraca em cada digestão 
entre as bandas de 850 e 1.000 pb, possivelmente a do inserto e uma banda mais 
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acima representando o plasmídeo pGEM-T contendo o inserto (3.018 pb + 928 pb = 
3.946pb). 
 
 
 
 
FIGURA 18 – GEL DE AGAROSE 1% CORADO COM BROMETO DE ETÍDEO ONDE SE VISUALIZA 
A DIGESTÃO COM A ENZIMA ECO R1 DO VETOR PGEM-T EASY CONTENDO O 
INSERTO DE 928 PB DO GENE N DO hMPV 
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Linha 1: Miniprep colônia 3; Linha 2 – Digestão colônia 3; Linha 3: Miniprep colônia 5; Linha 4: 
Digestão colônia 5; Linha 5: Miniprep colônia 10; Linha 6: Digestão colônia 10. 
 
 
O seqüenciamento nucleotídico confirmou a identidade do produto de PCR 
como uma amostra positiva para hMPV. A comparação desta seqüência com outras 
disponíveis no GenBank para o gene N do hMPV que representam ambos os 
grupos, A (A1 e A2) e B (B1 e B2) confirmaram a identidade do fragmento 
amplificado e classificaram a amostra. A identidade nucleotídica entre hMPV Curitiba 
e as amostras do subtipo A1 foi de 97,2-98,2%, com o subtipo A2 foi de 91,7-92,0% 
e diminui para 83,4-84,0% com o subtipo B1 e 83,7-84,6% com o subtipo B2. Estes 
resultados e o alto valor de bootstrap na árvore filogenética confirmaram que o 
hMPV detectado em Curitiba no ano de 2000 pertence ao genótipo A subtipo 1 
(FIGURA 19).  
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FIGURA 19 – ÁRVORE FILOGENÉTICA RESULTANTE DA ANÁLISE DA SEQÜÊNCIA 
NUCLEOTÍDICA PARCIAL DO hMPV DETECTADO NO ANO 2000 EM CURITIBA 
E DEMAIS SEQÜÊNCIAS DO GENE N DO hMPV OBTIDAS NO GENBANK  
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Foi utilizado o método neighbor-joining com 1.000 réplicas do software MEGA v.3. Valores de 
bootstrap são indicados em cada nó da árvore. 
 
 
O limite de detecção do ensaio padronizado foi de 180 cópias/µL. Este 
número de cópias foi calculado com base na concentração do plasmídeo 
determinado por espectrofotometria (78 ng/µL de DNA) e diluição seriada de 10-2 a 
10-10 do plasmídeo recombinante. A Figura 20 mostra a sensibilidade de detecção 
(número de cópias/reação) do plasmídeo controle na reação de PCR (de 1,8 x 108 
até 1,8 x 102 cópias). A diluição 1,8 x 105 foi escolhida para ser usada como controle 
positivo nas demais reações de PCR para detecção do gene N. 
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FIGURA 20 – GEL DE AGAROSE 1% CORADO COM BROMETO DE ETÍDEO DEMONSTRANDO O 
LIMITE DE SENSIBILIDADE DA REAÇÃO DE PCR PARA hMPV UTILIZANDO UMA 
DILUIÇÃO SERIADA DO PLASMÍDEO RECOMBINANTE 
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Linha 1: 1Kb Plus DNA Ladder; Linha 2: 1,8 x 108 cópias; Linha 3: 1,8 x 107 cópias; Linha 4: 
1,8 x 106 cópias; Linha 5: 1,8 x 105 cópias; Linha 6: 1,8 x 104 cópias; Linha 7: 1800 cópias; 
Linha 8: 180 cópias; Linha 9: 18 cópias; Linha 10: controle negativo. 
 
 
De modo a determinar se ocorria inibição da reação de PCR para o gene N 
pela quantidade de PRV (controle interno) presente no tampão de extração, 500 
cópias do PRV foram adicionadas a cada uma das concentrações da diluição 
seriada do plasmídeo recombinante 10-2 a 10-10. A Figura 21 mostra os resultados 
desta reação de PCR, onde se observa que as 500 cópias do controle interno, 
presente no tampão de extração, não inibiram a detecção da menor concentração do 
plasmídeo detectado (180 cópias), no entanto, a concentração de 1,8 x 108 cópias 
do plasmídeo recombinante inibiu a detecção do PRV. 
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FIGURA 21 –  GEL DE AGAROSE 1% CORADO COM BROMETO DE ETÍDEO DEMONSTRANDO 
QUE 500 CÓPIAS DO PRV ADICIONADO AO TAMPÃO DE EXTRAÇÃO (BANDA 
DE 190 pb) NÃO INIBE A DETECÇÃO DO GENE N DO hMPV 
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Linha 1: 1Kb Plus DNA Ladder; Linha 2: 1,8 x 108 cópias; Linha 3: 1,8 x 107 cópias; Linha 4: 
1,8 x 106 cópias; Linha 5: 1,8 x 105 cópias; Linha 6: 1,8 x 104 cópias; Linha 7: 1800 cópias; 
Linha 8: 180 cópias; Linha 9: 18 cópias; Linha 10: controle negativo. 
 
 
A metodologia de RT-PCR para detecção da nucleoproteína do hMPV não 
amplificou outros vírus respiratórios (FLU A, FLU B, AdV, hRSV, PIV1, PIV2 e PIV3) 
detectados por imunofluorescência indireta, mostrando uma especificidade de 100%, 
como pode ser observado na Figura 22, onde apenas foi detectado o PRV (controle 
interno) com 190 pb. 
 
 
         
1000 pb 
850 pb 
200 pb 
 76
 
FIGURA 22: GEL DE AGAROSE 1% CORADO COM BROMETO DE ETÍDEO DEMONSTRANDO O 
TESTE DE ESPECIFICIDADE DA REAÇÃO DE PCR PARA hMPV UTILIZANDO 
AMOSTRAS POSITIVAS PARA OUTROS VÍRUS RESPIRATÓRIOS 
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Linhas 1 e 13: 1Kb Plus DNA Ladder; Linhas 2 e 3: Amostras FLU A, Linhas 3 e 4: Amostras 
FLU B, Linhas 5 e 6: Amostras AdV, Linhas 7 a 9: Amostras hRSV, Linhas 10 e 11: Amostras 
PIV 1; Linhas 14 e 15: Amostras PIV2, Linhas 16 e 17: Amostras PIV3, Linha 18: Controle 
negativo com PRV, Linha 19: Controle negativo sem PRV, Linhas 12 e 20: Controle positivo. 
 
 
 
A técnica de RT-PCR assim padronizada para detecção de um segmento de 
928pb (posições 112–1040 nucleotídeos, baseado na seqüência AY297749) do 
gene da nucleoproteína (N) do hMPV foi aplicada nas 1.572 amostras de ANF 
recebidas no laboratório de virologia entre os anos de 2006 a 2008. A mesma 
mostrou-se eficiente na amplificação de 61 amostras de ANF. Além disso, as 
modificações implementadas na técnica descrita por Mirazo et al., (2005) mostraram-
se eficientes, sendo a técnica padronizada simples, rápida e reprodutível para 
amplificação parcial do gene N do hMPV. 
 
 
 
 
 
Nenhuma amostra positiva para hMPV foi isolada em cultivo celular com as 
linhagens LLC-MK2 e HEp-2, tanto pelo método convencional quanto pelo método 
de centrifugação rápida (Shell vial). Por tal motivo, a subtipagem das mesmas foi 
realizada diretamente das amostras clínicas, pelas técnicas de PCR-RFLP e 
seqüenciamento genético. 
6.2  SUBTIPAGEM DOS hMPV DETECTADOS 
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6.2.1  Subtipagem pela técnica de PCR-RFLP 
 
 
O protocolo descrito por Kaida et al. (2006) foi testado com uma amostra 
positiva para o hMPV detectada pelo RT-PCR para o gene N (nº 3397/06) para 
verificar se as condições descritas na reação seriam adequadas e reprodutíveis no 
laboratório de virologia do HC-UFPR. Conforme mostra a Figura 23, as condições da 
reação mostraram-se eficientes para amplificação do gene F do hMPV e foram 
utilizadas em todas nas 61 amostras positivas para hMPV detectadas pelo RT-PCR 
para o gene N. 
 
 
FIGURA 23  - GEL DE AGAROSE 1% CORADO COM BROMETO DE ETÍDEO DEMONSTRANDO O 
TESTE DE UMA AMOSTRA POSITIVA PARA hMPV (Nº 3397/06) COM O 
PROTOCOLO DESCRITO POR KAIDA et al. (2006) PARA DETECÇÃO DO GENE F  
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Linha 1: 1Kb Plus DNA Ladder; Linha 2: Produto do primeiro PCR (440pb), Linha 3: Produto 
do segundo PCR (348pb), Linha 4: Controle negativo (água).  
 
 
O produto do segundo PCR da amplificação do gene F foi digerido com a 
enzima de restrição TSP 509I, que apresenta como seqüência de reconhecimento os 
nucleotídeos AATT, e o resultado foi analisado em gel de agarose 3% corado com 
brometo de etídio e a massa molecular de cada uma das bandas detectadas foi 
determinada pelo software E-capt version 12.7 for Windows 2004-2005. Esta 
metodologia mostrou-se eficiente na subtipagem de 5 (5/61 – 8,2%) amostras. A 
digestão só ocorreu nas amostras que apresentavam uma maior intensidade da 
banda de amplificação do gene F. 
400pb 
300pb 
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Pela metodologia de PCR-RFLP foram detectados os genótipos B2 e A2a, 
sendo três amostras B2 no ano de 2006, uma mostra B2 no ano de 2007 e uma 
amostra A2a no ano de 2008 (FIGURA 24). 
 
 
FIGURA 24 - GEL DE AGAROSE 3% CORADO COM BROMETO DE ETÍDEO COM A 
GENOTIPAGEM DOS hMPV DETECTADOS PELA METODOLOGIA DE PCR-RFLP  
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Linhas 1 e 7: 1Kb Plus DNA Ladder; Linha 2: Amostra nº 2387/06 – B2, Linha 3: Amostra 
nº2740/06 – B2, Linha 4: Amostra nº 3397/06 – B2, Linha 5: Amostra nº 752/07 – B2, Linha 6: 
Amostra nº 2311/08 – A2a.  
 
 
6.2.2  Subtipagem pelo seqüenciamento genético 
 
 
O seqüenciamento parcial dos genes F e/ou N foi realizado diretamente do 
produto de PCR purificado e quantificado no espectrofotômetro NanoDrop® ND-
1000.  
A purificação do produto de PCR foi realizada por duas metodologias, 
dependendo das características do produto de PCR. O kit Pure LinkTM Quick gel 
Extraction foi utilizado nos casos da amplificação do gene ter gerado bandas 
inespecíficas, sendo que nestes casos o fragmento de DNA do tamanho esperado 
foi cortado do gel de agarose, extraídos e purificados com o kit. Nos casos de 
detecção única e específica do fragmento de DNA do tamanho esperado, o mesmo 
foi purificado diretamente com o kit NucleoSpin® Extract II. A maioria dos produtos 
de PCR (51/82 – 62,2%) foi purificada pelo kit NucleoSpin® Extract II, sendo que o 
seqüenciamento nucleotídico foi obtido das 51 amostras. Dentre os 13 produtos de 
PCR purificados com o kit Pure LinkTM Quick gel Extraction e submetidos ao 
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seqüenciamento genético, em apenas 3 (3/13 - 23,1%) amostras obteve-se o 
seqüenciamento nucleotídico.  
O Apêndice 5 mostra dados sobre a metodologia de purificação utilizada, 
quantificação do DNA purificado e o resultado do seqüenciamento genético. De um 
modo geral, apenas amostras que apresentaram uma quantificação do DNA 
purificado maior que 3 ng/µL resultaram em um seqüenciamento genômico com 
resolução. 
Obteve-se o seqüenciamento nucleotídico de 51 (51/61 – 83,6%) amostras 
positivas para hMPV. Trinta e nove amostras foram seqüenciadas para o gene F e 
quinze para o gene N. Apenas três amostras foram seqüenciadas para ambos os 
genes. No total foram seqüenciadas 11 (11/14 – 78.6%) amostras do ano 2006, 31 
(31/37 – 83.8%) amostras do ano 2007 e 9 (9/10 – 90%) amostras do ano 2008.  
As seqüências obtidas foram submetidas ao GenBank com os seguintes 
números de acesso: HM124479 a HM124528 e HM173093 a HM173096. As 
mesmas foram alinhadas com seqüências previamente publicadas de hMPV, 
utilizando a ferramenta BLAST (nucleotide-nucleotide BLAST – bastn) disponível no 
GenBank, o que permitiu confirmar a identidade dos produtos de PCR obtidos como 
amostras positivas para hMPV.  
A determinação do subtipo dos hMPVs detectados foi realizado através da 
análise da similaridade das seqüências obtidas com as seqüências referências 
disponíveis no GenBank para cada subtipo, bem como da análise da árvore 
filogenética construída com as seqüências nucleotídicas obtidas para o gene F e N. 
As Tabelas 2 e 3 mostram as amostras com maior e menor similaridade 
nucleotídicas e aminoacídicas detectadas neste estudo, respectivamente para os 
genes F e N. Estes resultados e o alto valor do bootstrap nas árvores filogenéticas 
confirmam os subtipos detectados (FIGURAS 25 e 26). 
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FIGURA 25 - ÁRVORE FILOGENÉTICA RESULTANTE DA ANÁLISE DAS SEQÜÊNCIAS 
NUCLEOTÍDICAS PARCIAIS (156nt) DO GENE DA NUCLEOPROTEÍNA (N) DOS 
hMPV DETECTADOS EM CURITIBA DURANTE OS ANOS DE 2006-2008 E 
DEMAIS SEQÜÊNCIAS DO  hMPV OBTIDAS NO GENBANK  
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Foi utilizado o método neighbor-joining com 2.000 réplicas do software MEGA v.4. Valores de 
bootstrap estão indicados em cada nó da árvore. As seqüências destacadas com um triângulo 
preto são referentes a amostras de pacientes hospitalizados e as que estão destacadas com 
um círculo são referentes a amostras de pacientes ambulatoriais. As amostras deste estudo 
foram nomeadas como BR-PR seguido do número do registro no laboratório e ano da coleta.  
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FIGURA 26 - ÁRVORE FILOGENÉTICA RESULTANTE DA ANÁLISE DAS SEQÜÊNCIAS 
NUCLEOTÍDICAS PARCIAIS (220nt) DO GENE DA PROTEÍNA DE FUSÃO (F) 
DOS hMPV DETECTADOS EM CURITIBA DURANTE OS ANOS DE 2006-2008 E 
DEMAIS SEQÜÊNCIAS DO  hMPV OBTIDAS NO GENBANK 
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Foi utilizado o método neighbor-joining com 2.000 réplicas do software MEGA v.4. Valores de 
bootstrap maiores que 40% estão indicados em cada nó da árvore. As seqüências 
destacadas com um triângulo preto são referentes a amostras de pacientes hospitalizados e 
as que estão destacadas com um círculo são referentes a amostras de pacientes 
ambulatoriais. As amostras deste estudo foram nomeadas como BR-PR seguido do número 
de registro no laboratório e ano da coleta.  
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O subtipo A1 do hMPV foi detectado em 5 (5/51 – 9,8%), A2a em 9 (9/51 – 
17,6%), B1 em 13 (13/51 – 25,5%) e B2 em 24 (24/51 – 47,1%) amostras. Os 
subtipos A1, A2a, B1 e B2 mostraram, respectivamente, 98-100%, 99-100%, 98-
100% e 95-100% de similaridade nucleotídica com as seqüências referências de 
cada subtipo.  
A identidade nucleotídica das seqüências parciais do gene F entre os 
genótipos A e B foi de 82,8-87,1%, enquanto que entre os subtipos A1-A2 e B1-B2 
foi de 94,8–97,2% e 92,9-97,2%, respectivamente. Analisando a identidade 
nucleotídica de cada subtipo com as seqüências referência dos mesmos observa-se 
que os subtipos A1, A2, B1 e B2 apresentaram 98-99%, 99%, 98-100%, 98-99% de 
similaridade, respectivamente. A identidade aminoacídica entre os genótipos A e B 
foi de 87,3-92,4%, enquanto que entre os subtipos A1-A2 e B1-B2 foi de 97,5-100% 
e 92,5-97,5%, respectivamente. Entre os subtipos a identidade aminoacídica foi de 
100%, 100%, 95-100% e 98-100%, respectivamente para os subtipos A1, A2, B1 e 
B2.  
A identidade nucleotídica das seqüências parciais do gene N entre os 
genótipos A e B foi de 81,7-84,9%, enquanto que entre os subtipos A1-A2 e B1-B2 
foi de 95,4% e 92,6%, respectivamente. A identidade nucleotídica entre cada subtipo 
detectado e as seqüências referências dos mesmos foi de 100%. A identidade 
aminoacídica entre os genótipos A e B foi de 92,8%, enquanto que entre os subtipos 
A1-A2 e B1-B2 foi de 100%. A identidade aminoacídica entre cada subtipo também 
foi de 100%. 
Analisando os dados das árvores filogenéticas construídas com as amostras 
detectadas neste estudo, observa-se que não houve variabilidade nucleotídica 
significativa entre os subtipos de hMPV detectados entre os pacientes hospitalizados 
ou ambulatoriais durante os anos de 2006 a 2008. Estes dados estão demonstrados 
nas Figuras 25 e 26, onde as amostras de pacientes hospitalizados foram 
destacadas com um triângulo preto e as amostras dos pacientes ambulatoriais foram 
destacadas com um círculo. 
O único subtipo do hMPV que foi detectado por um período maior do que um 
ano, foi o subtipo B2, sendo detectado em dois anos sucessivos (2006 e 2007). 
Conforme observado na Figura 25, as seqüências nucleotídicas do gene N foram 
idênticas para ambos os anos, e conseqüentemente o mesmo ocorreu para as 
seqüências aminoacídicas. No entanto, uma pequena variabilidade (95,8-99,5%) foi 
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observada quando comparamos as seqüências nucleotídicas do gene F entre as 
amostras do subtipo B2 detectadas nos anos de 2006 e 2007. 
As amostras 741/07 (coletada em março de 2007 em um paciente 
hospitalizado na emergência pediátrica) e 2590/07 (coletada em agosto de 2007 em 
um paciente ambulatorial) do subtipo B2 apresentaram uma maior variabilidade 
nucleotídica (95,8 e 97,7%, respectivamente) e aminoacídica (92,5 e 95%, 
respectivamente) para o gene F, comparando com amostras de B2 do ano de 2006. 
As demais amostras do subtipo B2 demonstraram uma similaridade nucleotídica de 
99,1-99,5% e aminoacídica de 100% entre os diferentes anos (Tabela 2 e FIGURA 
26).  
A presença dos nucleotídeos A e G diferentes dos demais na posição 71 e 
81 da Figura 27A, explica o motivo das amostras 741/07 e 2590/07 estarem em um 
ramo diferente das demais seqüências do subtipo B2 do hMPV, porém esta 
diferença nucleotídica não é significativa, pois a topologia deste nó interno na árvore 
filogenética da Figura 26 é sustentado com apenas 52% das réplicas do bootstrap. 
Árvores filogenéticas com as seqüências nucleotídicas traduzidas foram 
confeccionadas para verificar o significado da variabilidade nucleotídica observada. 
Analisando as árvores com as seqüências aminoacídicas parciais dos genes F 
(FIGURA 28) e N (FIGURA 29) é possível verificar que a maior variabilidade entre as 
seqüências é observada entre os genótipos A e B, não sendo possível subtipar os 
vírus, principalmente com as seqüências aminoacídicas da nucleoproteína. 
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Figura 28 - ÁRVORE FILOGENÉTICA RESULTANTE DA ANÁLISE DAS SEQÜÊNCIAS 
AMINOACÍDICAS PARCIAIS (73aa) DA PROTEÍNA DE FUSÃO (F) DOS hMPV 
DETECTADOS EM CURITIBA DURANTE OS ANOS DE 2006 A 2008 E DEMAIS 
SEQÜÊNCIAS DO  hMPV OBTIDAS NO GENBANK  
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Foi utilizado o método neighbor-joining com 2.000 réplicas do software Mega v.4. Valores de 
bootstrap maiores que 40% estão indicados em cada nó da árvore. As seqüências foram 
nomeadas como BR-PR seguido do número da amostra e ano da coleta.  
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FIGURA 29 - ÁRVORE FILOGENÉTICA RESULTANTE DA ANÁLISE DAS SEQÜÊNCIAS 
AMINOACÍDICAS PARCIAIS (52aa) DA NUCLEOPROTEÍNA (N) DOS hMPV 
DETECTADOS EM CURITIBA DURANTE OS ANOS DE 2006 A 2008 E DEMAIS 
SEQÜÊNCIAS DO hMPV OBTIDAS NO GENBANK   
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Foi utilizado o método neighbor-joining com 2.000 réplicas do software MEGA v.4. Valores de 
bootstrap maiores que 40% estão indicados em cada nó da árvore. As seqüências foram 
nomeadas como BR-PR seguido do número da amostra e ano da coleta.  
 
 
 
 
 
Entre os anos de 2006 a 2008, o laboratório de virologia do HC-UFPR 
recebeu 1.572 amostras de ANF de 1.222 pacientes. Destas amostras, 1.079 
(1.079/1.572 - 68,6%) foram provenientes de pacientes hospitalizados no HC-UFPR 
6.3 DETECÇÃO DO hMPV NAS AMOSTRAS ANALISADAS 
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e 493 (493/1.572 - 31,4%) eram de pacientes que participaram do programa de 
Vigilância epidemiológica do vírus Influenza na cidade de Curitiba.  
Entre as amostras dos pacientes hospitalizados, 723 (723/1.079 - 67,0%) 
eram de pacientes internados nas unidades pediátricas (498 nas Unidades de 
Emergência Pediátrica e 225 na UTI pediátrica) e 356 (356/1.079 - 33,0%) amostras 
eram de pacientes hospitalizados ou atendidos nas unidades de TCTH. A mediana 
de idade dos pacientes internados nas unidades pediátricas foi de 2,0 meses 
(variando de 15 dias a 4 anos de idade) e a dos pacientes hospitalizados nas 
unidades de TCTH foi de 10,1 anos (variando de 1 mês a 59 anos de idade). A 
maioria dos pacientes 56,8% (613/1079) era do gênero masculino (p=0,25).  
Entre as amostras dos pacientes ambulatoriais, 209 (209/493 – 42,4%) eram 
de pacientes que coletaram na UBS do Bairro Alto e 284 (284/493 – 57,6%) que 
coletaram na UBS do Salgado Filho. A idade mediana dos pacientes que 
apresentavam sintomas gripais foi de 8,3 anos (variando de 1 mês a 85 anos de 
idade). A maioria dos pacientes 62,8% (310/493) era do gênero feminino (p=0,08). 
O estudo envolveu 445, 527 e 600 amostras de ANF que foram coletadas 
respectivamente nos anos de 2006, 2007 e 2008. 
O diagnóstico laboratorial do hMPV foi realizado com a reação de RT-PCR 
padronizada para amplificar um segmento do gene N do hMPV. A análise foi 
realizada em todos os 1.572 ANF recebidos. O hMPV foi detectado em 61 (61/1.572 
- 3,9%) amostras provenientes de 59 (59/1.222 – 4,8%) pacientes, sendo que a sua 
subtipagem (pelas técnicas de PCR-RFLP e seqüenciamento genético do gene F e 
N foi conseguida em 51 (51/61 – 83,6%) amostras. No período do estudo foram 
detectados hMPV dos subtipos A1, A2a, B1 e B2. 
Casos de infecção respiratória pelo hMPV foram observados nas três 
unidades clínicas pesquisadas: unidades de pediatria (Serviço de Emergência e  
Unidade de Terapia Intensiva) e unidade de TCTH do HC-UFPR e em pacientes 
ambulatoriais atendidos nas UBS do Bairro Alto e do Salgado Filho. A Figura 30 
mostra as diferentes unidades clínicas analisadas neste estudo, o número de 
amostras positivas para hMPV em cada uma delas e a respectiva faixa etária dos 
pacientes acometidos. A idade dos pacientes infectados pelo hMPV variou 
dependendo da unidade clínica investigada. O hMPV foi detectado em todas as 
faixas etárias, variando de 1 mês a 75 anos de idade, conforme demonstrado na 
Figura 31. 
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FIGURA 31 - FAIXA ETÁRIA DOS PACIENTES ACOMETIDOS PELA INFECÇÃO DO hMPV POR 
UNIDADE CLÍNICA INVESTIGADA 
FONTE: O autor (2010) 
 
 
 
O hMPV foi mais detectado em amostras de pacientes atendidos nos 
ambulatórios (29/493 – 5,9%) do que nos ANFs de pacientes que necessitaram de 
hospitalização (32/1079 – 3,0%) (p=0,0072), sendo encontrado principalmente em 
amostras de pacientes menores de 5 anos de idade (39/61 – 63,9%) (p=0,0093) e 
entre estes, os menores de 6 meses de idade. A maioria das amostras positivas 
(36/61 – 59,0%) era de pacientes do gênero feminino (p=0,08).  
Conforme os dados demonstrados na Tabela 4, o hMPV foi detectado em 
3,1% (14/445), 7,0% (37/527) e 1,7% (10/600) dos ANFs coletados respectivamente 
nos anos de 2006, 2007 e 2008. O ano de 2007 apresentou o maior número de 
amostras positivas para este vírus, no entanto, a maioria das amostras era de 
pacientes do Programa de Vigilância Epidemiológica do vírus Influenza (23/37 – 
62,2%).  
Outros vírus respiratórios foram pesquisados pelo laboratório de virologia do 
HC-UFPR nestas amostras de ANF, tendo sido detectado os vírus hRSV, FLUA, 
FLUB, AdV, PIV1, PIV2 e PIV3 em 25,3% (398/1.572) dos casos.  
 92
Casos de co-infecção entre hMPV e outros vírus respiratórios foram 
detectados em 16 (16/1.572 - 1%) amostras e ocorreram principalmente em crianças 
(12/16 – 75%) com a idade mediana de 5,4 meses (variando de 1 – 25 meses). Os 
vírus detectados nestes casos de co-infecção foram hRSV (7/16 – 43,7%), FLU A 
(4/16 – 25%), PIV3 (2/16 – 12,5%), AdV (2/16 – 12,5%) e FLU B (1/16 – 6,25%). 
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6.4.1  Pacientes hospitalizados no HC-UFPR com infecção por hMPV 
 
 
6.4.1.1 Pacientes atendidos nas Unidades de Pediatria 
 
 
Vinte e quatro (24/723 – 3,3%) amostras de 22 pacientes pediátricos 
hospitalizados no HC-UFPR foram positivas para hMPV. Dois pacientes coletaram 
amostras de ANF com menos de uma semana de intervalo. Nos três anos desta 
pesquisa foram internadas no HC-UFPR aproximadamente 5.820 crianças nas 
unidades de Pediatria (Serviço de Emergência, Enfermaria, Risco Intermediário, 
Unidade de Terapia Intensiva e Infectologia Pediátrica) e neste período o laboratório 
de virologia recebeu amostras de ANF de 555 pacientes. Assim sendo, a freqüência 
de IRA por hMPV nas crianças hospitalizadas nas unidades de pediatria do HC-
UFPR foi de 3,8/1.000 pacientes hospitalizados (22/5.820). 
Na maioria dos casos de infecção pelo hMPV (16/22 – 72,7%), este vírus foi o 
único patógeno encontrado. Foram observados 6 (6/22 – 27,3%) casos de co-
infecções com outros vírus respiratórios. Co-infecção por hRSV/hMPV foi encontrado 
em 4 (4/6 – 66,7%), FLUB/hMPV em 1 (1/6 – 16,7%) e AdV/hMPV em 1 (1/6 – 
16,7%) casos de IRA, sendo diagnosticados quadros de bronquiolite e pneumonia 
nas co-infecções de hRSV/hMPV e traqueobronquite nos FLUB/hMPV e AdV/hMPV. 
Sepse bacteriana por Staphilococcus aureus foi diagnosticada em 3 (3/22 – 13,6%) 
pacientes. 
A idade dos pacientes pediátricos infectados apenas pelo hMPV variou de 1 a 
47 meses (mediana 3,2 meses), sendo mais observado em pacientes do sexo 
feminino (13/16 – 81,3%). Entre os pacientes co-infectados com outros vírus 
respiratórios a idade mediana de 4,0 meses (variando de 1 a 9,5 meses), sendo 
encontrados em 4 (4/6 – 66,7%) pacientes do sexo masculino (FIGURA 32). Apenas 
14 (14/22 – 63,6%) crianças receberam aleitamento materno até os 6 meses de 
idade ou até o momento da infecção. Nos casos de co-infecção com outros vírus 
respiratórios, 5 (5/6 – 83,3%) crianças receberam aleitamento materno. Entre os 
6.4  CACTERÍSTICAS E MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DA INFECÇÃO POR hMPV 
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fatores de risco que poderiam contribuir para a infecção foram observados que uma 
(1/22 – 4,5%) criança era prematura, duas (2/22 – 9,1%) crianças apresentavam 
desnutrição moderada, três (3/22 – 13,6%) crianças eram tabagistas passivas e uma 
(1/22 – 4,5%) criança era portadora da Síndrome de Down. 
 
 
 
FIGURA 32 - FAIXA ETÁRIA DOS PACIENTES PEDIÁTRICOS HOSPITALIZADOS PELA 
INFECÇÃO DOS DIFERENTES SUBTIPOS DE hMPV 
FONTE: O autor (2010) 
 
 
As manifestações clínicas da infecção pelo hMPV freqüentemente descritas 
nos prontuários dos pacientes pediátricos hospitalizados foram: dispnéia (20/22 – 
90,9%), tosse (19/22 – 86,3%), taquipnéia (17/22 – 77,3%), febre (12/22 – 54,5%), 
respiração ruidosa (12/22 – 54,5%), cianose (11/22 – 50%), vômito (11/22 – 50%), 
apnéia (5/22 – 22,7%), coriza (4/22 – 18,2%) e diarréia (2/22 – 9,1%). Os valores 
médios da oximetria de pulso e do pCO2 dos pacientes no momento da 
hospitalização foram 81,1 ± 11,6% e 39,6 ± 13,8 mmHg, respectivamente. 
Avaliações do RX de tórax mostraram infiltrados pulmonares bilaterais (1/7 – 14,3%), 
consolidações bilateriais ou no ápice (5/7 – 71,4%). Os diagnósticos finais mais 
freqüentes foram: bronquiolite (7/22 – 31,8%), broncopneumonia (4/22 – 18,2%), 
traqueobronquite (4/22 – 18,2%), laringotraqueobronquite (2/22 – 9,1%), pneumonia 
(2/22 – 9,1%) e insuficiência respiratória aguda (1/22 – 4,5%). Oxigenoterapia foi 
usada em 20 (20/22 – 90,9%) pacientes infectados por hMPV por uma média de 8,2 
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± 6,6 dias. Antibioticoterapia foi usada em 12 (12/22 – 54,5%) pacientes por uma 
média de 10,5 ± 6,8 dias. Inalação foi usada em 18 (18/22 – 81,8%) pacientes por 
uma média de 7,4 ± 4,9 dias. Broncodilatadores foram usados em 16 (16/22 – 
72,7%) pacientes por uma média de 5,5 ± 2,7 dias. Corticóides foram prescritos em 
8 (8/22 – 36,4%) pacientes por uma média de 5,0 ± 3,8 dias. Entre as crianças 
infectadas pelo hMPV 7 (7/22 – 31,8%) foram admitidas na Unidade de Terapia 
Intensiva e necessitaram de tratamento intensivo por uma média de 8 ± 1 dias. 
Ventilação mecânica foi necessária em 5 (5/22 – 22,7%) pacientes por uma média 
de 9,5 ± 1,0 dias. O tempo de hospitalização de todos os pacientes infectados variou 
de 2 a 84 dias (mediana 11 dias). 
Em 19 pacientes pediátricos hospitalizados a informação da data do início dos 
sintomas estava relatada no prontuário médico e a coleta do ANF foi realizada em 
uma mediana de 5 dias (variando de 1 a 15 dias). Entre os pacientes que coletaram 
dentro do período de 5 dias do início dos sintomas, 4 (4/7 – 57,1%) foram 
hospitalizados na Unidade de Emergência e 3 (3/7 – 42,8%) necessitaram de 
cuidados intensivos. Os diagnósticos clínicos desses casos foram de bronquiolite 
(3/7 – 42,8%), broncopneumonia (1/7 – 14,3%), traqueobronquite (2/7 – 28,6%) e 
insuficiência respiratória aguda (1/7 – 14,3%). Entre os pacientes que coletaram 
amostras após o quinto dia do início dos sintomas, 8 (8/12 – 66,7%) foram 
hospitalizados na Unidade de Emergência e 4 (4/12 – 33,3%) necessitaram de 
cuidados intensivos. Os diagnósticos clínicos desses casos foram de 
broncopneumonia (3/12 – 25%), bronquiolite (3/12 – 25%), pneumonia (2/12 – 
16,7%), traqueobronquite (2/12 – 16,7%), laringotraqueobronquite (1/12 – 8,3%). A 
Tabela 5 mostra as características clínicas, o tratamento e o diagnóstico final das 
infecções por subtipo de hMPV e casos de co-infecção com outros vírus respiratórios 
nos pacientes pediátricos hospitalizados. Não foram encontradas diferenças 
estatisticamente significativas para estas características, bem como para o 
tratamento administrado e diagnóstico final das infecções pelos diferentes subtipos 
de hMPV e, da mesma forma, entre os casos de co-infecção com outros vírus 
respiratórios e infecção apenas pelo hMPV (TABELA 5).  
Neste estudo, apenas um paciente foi a óbito devido complicações 
associadas à infecção pelo hMPV, sendo este do subtipo A2a. Era uma paciente do 
sexo feminino, com 5,1 meses de idade, portadora da Síndrome de Down e sua mãe 
era tabagista. A infecção pelo hMPV ocasionou um quadro de bronquiolite aguda, 
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seguido por infecção bacteriana secundária e após 23 dias de hospitalização a 
paciente foi a óbito por sepse. Todos os demais pacientes evoluíram para cura.  
 
TABELA 5 - CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS, CLÍNICAS, DIAGNÓSTICO E 
TRATAMENTO DA INFECÇÃO PELOS DIFERENTES SUBTIPOS DE 
hMPV NOS PACIENTES PEDIÁTRICOS HOSPITALIZADOS NO HC-
UFPR ENTRE OS ANOS DE 2006 A 2008 
 
 
 
Pacientes Pediátricos Hospitalizados 
(n= 21*) 
A1 
n= 2 (%) 
A2a 
n= 4(%) 
B1 
n= 3(%) 
B2 
n= 7(%) 
Co-
infecções** 
n=5(%) 
Feminino 2 (100) 3 (75) 2 (66,7) 4 (57,1) 2 (40) 
Masculino 0 1 (25) 1 (33,3) 3 (42,8) 3 (60) 
Idade (meses)  
Mediana (variação) 
2(1,0 a 2,2) 6(2,2 a 47,5) 2(1,7 a 5,6) 3(1,0 a 10,0) 4(1,0 a 9,5) 
Início dos sintomas antes da 
hospitalização 
Mediana dias(variação) 
13(10 a 15) 5(1 a 10) 23(15 a 30) 4(1 a 15) 4(3 a 7) 
Tempo de hospitalização  
Mediana dias(variação) 
13(3 a 22) 17(7 a 84) 10(3 a 19) 15(4 a 26) 4(2 a 11) 
Aleitamento materno 2 (100) 3 (75) 1 (33,3) 2 (25) 4 (80) 
      
       Manifestações Clínicas      
Dispnéia 1 (50) 4 (100) 3 (100) 6 (85,7) 5 (100)  
Respiração ruidosa 1 (50) 4 (100) 1 (33,3) 2 (28,6) 4 (80) 
Tosse 2 (100) 3 (75) 2 (66,7) 6 (85,7) 5 (100) 
Febre 0 3 (75) 2 (66,7) 3 (42,8) 4 (80) 
Coriza 0 0  0 2 (28,6) 2 (40) 
Apnéia 0 2 (50) 1 (33,3) 2 (28,6) 0 
Cianose 1 (50) 2 (50) 1 (33,3) 4 (57,1) 3 (60) 
Vômito 2 (100) 2 (50) 1 (33,3) 2 (28,6) 4 (80) 
Taquipnéia 2 (100) 4 (100) 2 (66,7) 3 (42,8) 5 (100) 
Diarréia 0 0 0 1 (14,3) 1 (20) 
      
Exames Complementares      
Oximetria de pulso  
(média % ± desvio padrão) 
*** 82,2 ± 7,7 91,3 ± 4,2 76,1 ± 12,9 83,8 ± 5,9 
pCO2  
(média mmHg ± desvio padrão) 
36,9 34,9 ± 6,5 40,7 35,5 ± 7,1 34,6 ± 4,9 
Freqüência Cardíaca  
(média bmp ± desvio padrão) 
170 ± 56 161 ± 38 135 ± 7 190 ± 33 150 ± 13 
Freqüência Respiratória 
(média mpm ± desvio padrão) 
73 ± 9 68 ± 10 68 ± 15 60 ± 16 66 ± 9 
    Continua 
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    Conclusão 
 A1 n= 2 (%) 
A2a 
n= 4(%) 
B1 
n= 3(%) 
B2 
n= 7(%) 
Co-
infecções** 
n=5(%) 
Diagnóstico      
      Insuficiência Respiratória  0 1 (25) 0 0 0 
Bronquiolite 0 2 (50) 2 (66,7) 0 2 (40) 
Pneumonia 0   0 0 1 (20) 
Laringotraqueobronquite 1 (50) 0 0 1 (12,5) 0 
Broncopneumonia 0 1 (25) 0 4 (57,1) 0 
Traqueobronquite 0 0 1 (33,3) 1 (12,5) 2 (40) 
              Nenhum diagnóstico 1 (50) 0 0 0 0 
      
Tratamento       
Inalação 
  Tempo (média dias ± desvio padrão) 
2 (100) 
3 ± 0 
4 (100) 
8,5 ± 2,1 
3 (100) 
14,5 ± 6,3 
5 (71,4) 
7,0 ± 4,2 
3 (60) 
6,0 ± 2,8 
Broncodilatadores 
  Tempo (média dias ± desvio padrão) 
1 (50) 
3 ± 0 
2 (50) 
8,5 ± 2,1 
3 (100) 
6,5 ± 4,9 
6 (85,7) 
4,3 ± 0,6 
3 (60) 
5,3 ± 2,3 
Corticóides 
  Tempo (média dias ± desvio padrão) 
1 (50) 
1 ± 0 
2 (50) 
7,5 ± 0,7 
1 (33,3) 
10 
4 (57,1) 
2,0 ± 0,0 
0 
Oxigenoterapia 
  Tempo (média dias ± desvio padrão) 
2 (100) 
12,0 ± 14,0 
3 (75) 
9,5 ± 0,7 
3 (100) 
6,0 ± 4,2 
6 (85,7) 
5,4 ± 3,8 
4 (80) 
5,4 ± 2,9 
             Ventilação Mecânica 
  Tempo (média dias ± desvio padrão) 
1 (50) 
10 
2 (50) 
8 ± 0 
0 2 (28,6) 
10 ± 0 
0 
Admissão a UTI 1 (50) 2 (50) 1 (33,3) 2 (28,6) 1 (20) 
      
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Os dados estão mostrados como número (percentagem), salvo nos casos indicados. 
 * Apenas foram considerados os casos de hMPV subtipados. 
 ** Co-infecções com outros vírus respiratórios: hRSV/hMPV, FLUB/hMPV, AdV/hMPV. 
 *** Dados não disponíveis no prontuário médico. 
Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas nos dados analisados 
(p>0,05). 
 
 
6.4.1.2 Pacientes submetidos a Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas. 
 
 
Oito (8/356 – 2,2%) amostras de 8 pacientes submetidos à TCTH foram 
positivas para hMPV. Nos três anos desta pesquisa o HC-UFPR realizou 248 
transplantes de células tronco hematopoiéticas e neste período o laboratório de 
virologia recebeu amostras de ANF de 174 pacientes. Assim sendo, a freqüência de 
IRA por hMPV nos pacientes submetidos à TCTH no HC-UFPR foi de 3,2/100 
pacientes transplantados (8/248). 
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Na maioria dos casos de infecção pelo hMPV (7/8 – 87,5%), este vírus foi o 
único patógeno encontrado. Apenas 1 (1/8 – 12,5%) caso de co-infecção com PIV 3 
foi observado. Este paciente teve comprometimento do trato respiratório inferior, 
desenvolvendo pneumonia.  
A idade mediana dos pacientes imunocomprometidos infectados pelo hMPV 
foi de 10,2 anos (variando de 2-26 anos de idade) (FIGURA 33), sendo encontrado 
em 5 (5/8 – 62,5%) pacientes do sexo feminino. Entre os pacientes infectados, 1 (1/8 
– 12,5%) teve a infecção antes do transplante e 7 (7/8 – 87,5%) após o transplante.  
 
 
 
FIGURA 33 - Faixa etária dos pacientes submetidos à TCTH infectados pelos diferentes subtipos de 
hMPV 
FONTE: O autor (2010) 
 
 
O paciente que foi infectado pelo hMPV antes do transplante, teve a infecção 
14 dias antes do procedimento. O paciente tinha 9 anos de idade e leucemia 
linfocítica aguda, como doença de base. As manifestações clínicas relatadas foram: 
febre, tosse, coriza, cefaléia, otalgia e anorexia. O paciente foi tratado com 
sintomáticos. 
A idade mediana dos pacientes que tiveram a infecção pelo hMPV após a 
data do transplante foi de 11,8 anos (variando, 2 – 26). Todos os pacientes tiveram a 
infecção nos primeiros 100 dias após o transplante. A doença de base destes 
pacientes era de anemia aplástica severa, leucemia mielóide crônica, leucemia 
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linfocítica aguda, linfoma não-Hodking e síndrome de Wiskott-Aldrich. Embora o 
presente estudo tenha incluído pacientes submetidos a transplante autólogo e 
alogênico, a infecção pelo hMPV foi observada somente em pacientes submetidos a 
transplante alogênico. Cinco (5/7 – 71,4%) pacientes tiveram doadores aparentados 
de células hematopoiéticas, enquanto 2 (2/7 – 28,6%) pacientes tiveram doadores 
não aparentados. As manifestações clínicas freqüentemente descritas foram: tosse 
(7/7 – 100%), febre (5/7 – 71,4%), coriza (5/7 – 71,4%), otalgia (2/7 – 28,6%) e 
dispnéia (2/7 – 28,6%). A maioria dos pacientes (6/8 - 75%) apresentou apenas 
infecção no trato respiratório superior. Dois (2/8 - 25%) pacientes tiveram 
complicação no trato respiratório inferior com infiltrado intersticial, conforme 
observado na avaliação radiológica, sendo que estes pacientes tiveram doadores de 
células troncos não aparentados.   
Para os pacientes que tiveram a infecção por hMPV apenas no trato 
respiratório superior foram prescritos medicamentos para os sintomas e o tratamento 
foi realizado em casa. Os pacientes de 3 e 10 anos de idade que desenvolveram 
quadros de pneumonia foram hospitalizados por 1 e 35 dias, respectivamente. Estes 
foram tratados com oxigenoterapia, esteróides, antibióticos e broncodilatadores, 
sendo que o paciente de 10 anos necessitou de ventilação assistida por 20 dias. 
Nenhum paciente evoluiu para o óbito. Não foram encontradas diferenças 
estatisticamente significativas entre os distintos subtipos de hMPV detectados nesta 
população e manifestação clínica, tratamento administrado e diagnóstico final da 
infecção. 
 
 
  6.4.2 Pacientes ambulatoriais com infecção por hMPV 
 
 
Vinte e nove (29/493 – 5,9%) amostras de 29 pacientes atendidos nas UBS 
do Bairro Alto e Salgado Filho - participantes do Programa de Vigilância 
Epidemiológica do vírus influenza - foram positivas para hMPV. Nos três anos desta 
pesquisa estas unidades de saúde atenderam 13.443 casos de síndromes gripais, 
sendo que o laboratório de virologia apenas recebeu amostras de 493 pacientes, 
portanto a freqüência de IRA por hMPV nesta população foi de 2,16/1.000 pacientes 
com síndrome gripal (29/13.443). 
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Na maioria dos casos de infecção pelo hMPV (20/29 – 68,9%), este vírus foi o 
único patógeno encontrado. Foram observados 9 (9/29 – 31,0%) casos de co-
infecções com outros vírus respiratórios. Co-infecção por FLUA/hMPV foi encontrado 
em 4 (4/9 – 44,4%), hRSV/hMPV em 3 (3/9 – 33,3%), AdV/hMPV em 1 (1/9 – 11,1%) 
e PIV3/hMPV em 1 (1/9 – 11,1%) casos de IRA, sendo diagnosticados quadros de 
sinusite nos hRSV/hMPV e laringofaringite aguda nos AdV/hMPV.  
A idade dos pacientes atendidos nos ambulatórios infectados apenas pelo 
hMPV variou de 1 a 75 anos (mediana 8,3 anos) (FIGURA 34), sendo mais 
observado em pacientes do sexo masculino (11/20 – 55,5%). Entre os pacientes co-
infectados com outros vírus respiratórios a idade variou de 1 a 40 anos (mediana 1 
ano), sendo encontrados em 8 (8/9 – 88,9%) pacientes do sexo feminino.  
 
 
 
FIGURA 34 - FAIXA ETÁRIA DOS PACIENTES AMBULATORIAIS INFECTADOS PELOS 
DIFERENTES SUBTIPOS DE hMPV 
FONTE: O autor (2010) 
 
 
Os pacientes infectados pelo hMPV e atendidos nas UBS apresentaram as 
seguintes manifestações clínicas: coriza (24/29 – 82,8%), tosse (23/29 – 79,3%), 
febre (22/29 – 75,9%), dispnéia (19/29 – 65,5%), dor de cabeça (14/29 – 48,3%), 
mialgia (13/29 – 44,8%), faringite (11/29 – 37,9%) e otalgia (6/29 – 20.7%). Apenas 
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11 (11/29 – 37,9%) casos de infecção por hMPV relacionados a um diagnóstico final 
do quadro respiratório foram descritos nos prontuários médicos, e os mais 
freqüentes foram: sinusite (5/11 – 45,5%), nasofaringite (4/11 – 36,4%), bronquite 
(1/11 – 9,1%) e laringofaringite (1/11 -  9,1%). Antibioticoterapia foi usada em 9 (9/29 
– 31,0%) pacientes por uma média de 9,0 ± 1,5 dias. Broncodilatadores foram 
usados em 2 (2/29 – 6,9%) pacientes por uma média de 4,0 ± 1,4 dias. Corticóides 
não foram usados.  
As tabelas abaixo mostram as características demográficas, clínicas, 
diagnóstico final e tratamento das IRAs em pacientes ambulatoriais, em relação a 
cada subtipo de hMPV detectado e co-infecção viral (TABELA 6) e em relação a 
faixa etária dos pacientes acometidos (TABELA 7). Não foram encontradas 
diferenças estatisticamente significativas para estas características, bem como para 
o tratamento administrado e diagnóstico final das infecções pelos diferentes subtipos 
de hMPV e também entre os casos de co-infecção com outros vírus respiratórios e 
infecção apenas pelo hMPV.  
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TABELA 6 - CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS, CLÍNICAS, DIAGNÓSTICO E 
TRATAMENTO DA INFECÇÃO PELOS DIFERENTES SUBTIPOS DE 
hMPV NOS PACIENTES AMBULATORIAIS DA CIDADE DE CURITIBA 
ENTRE OS ANOS DE 2006 A 2008 
 
 Subtipos detectados de hMPV (n= 25) 
 A1 n= 2(%) 
A2a 
n= 3(%) 
B1 
n= 3(%) 
B2 
n= 9(%) 
Co-infecções 
n=8*(%) 
Feminino 1 (50) 1 (33,3) 3 (100) 3 (33,3) 7 (87,5) 
Masculino 1 (50) 2 (66,7) 0 6 (66,7) 1 (12,5) 
Idade (anos) 
Mediana (variação) 
41,9 (8 – 75) 26,6 (25 – 62) 59,5 (54 – 64) 4 (1 - 29) 1,0 (1 – 40) 
      
Sintomas      
Dispnéia 1 (50) 3 (100) 2 (66,7) 7 (77,8) 2 (25,0) 
Respiração ruidosa 0 0 0 1 (11,1) 0 
Tosse 2 (100) 3 (100) 1 (33,3) 9 (100) 3 (37,5) 
Febre 2 (100) 3 (100) 3 (100) 9 (100) 8 (100) 
Coriza 2 (100) 3 (100) 2 (66,7) 9 (100) 3 (37,5) 
Vômito 0 0 0 1 (11,1) 0 
Cefaléia 1 (50) 3 (100) 2 (66,7) 3 (33,3) 2 (25) 
Mialgia 0 3 (100) 2 (66,7) 3 (33,3) 3 (37,5) 
Faringite 1 (50) 2 (66,7) 0 4 (44,4) 2 (25) 
Otalgia 0 1 (33,3) 0 3 (33,3) 1 (12,5) 
      
Diagnóstico      
Nasofaringite 1 (50) 1 (33,3) 1 (33,3) 1 (11,1) 0 
Laringofaringite 0 0 0 0 1 (12,5) 
Bronquite 0 0 0 1 (11,1) 0 
Sinusite 0 0 0 2 (22,2) 1 (12,5) 
Nenhum diagnóstico 1 (50) 2 (66,7) 2 (66,7) 5 (55,6) 6 (75) 
      
Tratamento      
Antibioticoterapia 
Tempo 0 0 0 
3 (33,3) 
10 dias 
1 (12,5) 
7 dias 
Inalação 
Tempo 0 0 0 
2 (22,2) 
5 dias 0 
Broncodilatadores 
Tempo 0 0 0 
1 (11,1) 
5 dias 0 
Antiinflamatório 
Tempo 
1 (50) 
5 dias 
2 (66,7) 
5 dias 0 
4 (44,4) 
5 dias 
2 (25) 
5 dias 
Analgésico/Antitérmico 
Tempo 
2(100) 
** 
3 (100) 
** 
3(100) 
** 
9 (100) 
** 
7(100) 
** 
Anti-histamínico 
Tempo 0 0 0 
1 (11,1) 
7 dias 
1 (12,5) 
7 dias 
      
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Os dados estão mostrados como número (percentagem), salvo nos casos indicados. 
*Co-infecções com outros vírus respiratórios: FLUA/hMPV, hRSV/hMPV, AdV/hMPV e PIV3/hMPV. 
** Prescrito administração apenas em casos de febre. 
Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas nos dados analisados (p>0,05). 
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TABELA 7 - CARACTERÍSTICAS DEMOGRÁFICAS, CLÍNICAS, DIAGNÓSTICO E 
TRATAMENTO DA INFECÇÃO PELO hMPV EM DIFERENTES 
FAIXAS ETÁRIAS DOS PACIENTES AMBULATORIAIS NA CIDADE 
DE CURITIBA ENTRE OS ANOS DE 2006 A 2008 
 
 
 
Faixas Etárias dos pacientes ambulatoriais infectados pelo hMPV  
(n=29) 
 < 5 anos n=13 (%) 
5 – 40 
n=10 (%) 
>40 
n=6 (%) 
Feminino 6 (46,2) 6 (60) 5 (83,3) 
                    Masculino  7 (53,8) 4 (40) 1 (16,7) 
Idade (anos) 
Mediana (variação) 
2,7 (1 – 4) 20,9 (7 – 34) 56,8 (40 – 75) 
    
              Sintomas    
Dispnéia 6 (46,2) 9 (90) 5 (83,3) 
Respiração ruidosa 2 (15,4) 0 0 
Tosse 13 (100) 10 (100) 6 (100) 
Febre 13 (100) 10 (100) 5 (83,3) 
Coriza 13 (100) 10 (100) 6 (100) 
Vômito 1 (7,7) 0 0 
Cefaléia 1 (7,7) 9 (90) 5 (83,3) 
Mialgia 0 8 (80) 5 (83,3) 
Faringite 2 (15,4) 5 (50) 4 (66,7) 
Otalgia 0 4 (40) 2 (33,3) 
    
          Diagnóstico    
         Nasofaringite 1 (7,7) 2 (20) 1 (16,7) 
     Laringofaringite 0 0 1 (16,7) 
Bronquite 1 (7,7) 0 0 
Sinusite 2 (15,4) 1 (10) 0 
Nenhum diagnóstico 9 (69,2) 7 (70) 4 (66,7) 
    
           Tratamento    
  Antibioticoterapia 
Tempo  
3  (23,1) 
10 dias 
3 (30) 
10 dias 
2 (33,3) 
7 dias 
Inalação 
  Tempo  
3  (23,1) 
5 dias 
1 (10) 
5 dias 0 
 Broncodilatadores 
  Tempo  
2 (15,4) 
5 dias 0 0 
Antiinflamatório 
Tempo 
3 (23,1) 
5 dias 
8 (80) 
5 dias 
4 (66,7) 
5 dias 
Analgésico/Antitérmico 
Tempo 
13 (100) 
* 
10 (100) 
* 
6 (100) 
* 
Anti-histamínico 
Tempo 
1 (7,7) 
7 dias 
1 (10) 
7 dias 0 
    
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: Os dados estão mostrados como número (percentagem), salvo nos casos indicados. 
 * Prescrito administração apenas em casos de febre. 
Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas nos dados analisados (p>0,05). 
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O hMPV foi detectado em amostras coletadas entre os meses de janeiro a 
novembro. Observou-se que há dois períodos de maior freqüência do vírus durante 
o ano: um no outono e outro no inverno e início da primavera. Geralmente, a 
presença do hMPV está associada com a diminuição da temperatura e com o 
aumento da pluviosidade. A Figura 35 mostra a distribuição do hMPV nos três anos 
do estudo e a sua relação com a temperatura média mensal (ºC) e pluviosidade 
média mensal (cm).   
A maior incidência do hMPV (18/37 – 48,6%) ocorreu nos meses de maio e 
junho de 2007. Todos os genótipos (A e B) do hMPV foram detectados nestes três 
anos de estudo, tanto nos pacientes ambulatoriais, quanto nos pacientes 
hospitalizados. Em 2006 e 2007 dois subtipos de hMPV co-circularam no ano, sendo 
detectados os subtipos A1/B2 e B1/B2, respectivamente. Em 2008 apenas um 
subtipo de hMPV foi detectado (A2a). O subtipo B2 teve maior freqüência no período 
de estudo (24/51 – 47,0%), sendo detectado em dois anos seguidos.  
 
 
 
FIGURA 35: SAZONALIDADE DO hMPV ENTRE OS ANOS DE 2006 A 2008 NA CIDADE DE 
CURITIBA-PR.   
FONTE: O autor (2010) 
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7  DISCUSSÃO 
 
 
O diagnóstico laboratorial do hMPV foi realizado pela técnica de RT-PCR, 
que é um teste relativamente rápido e sensível para uma rotina laboratorial, sendo 
considerado o melhor método para o diagnóstico deste vírus. Cótê et al. (2003) 
compararam a eficiência de amplificação de diferentes genes do hMPV por PCR em 
tempo real (Light Cycler®, Roche) e chegaram a conclusão de que os genes da 
nucleoproteína (N) e polimerase (L) viral, por se tratar de genes conservados, são os 
mais indicados para o diagnóstico laboratorial. Mirazo et al. (2005) posteriormente 
utilizaram o protocolo descrito por Cótê et al. (2003) para amplificação do gene N em 
uma plataforma de PCR convencional. Neste estudo optou-se por padronizar a 
metodologia descrita por Mirazo et al. (2005) realizando algumas modificações para 
melhorar a eficiência da técnica, como: aumento no tempo da extensão na reação 
PCR para 1 minuto e diminuição na concentração dos iniciadores para 5 pmol/µL. 
Estas alterações mostraram-se eficientes na detecção do gene N do hMPV em 61 
amostras de ANF. Uma vez que os genótipos A (subtipos A1 e A2a) e B (subtipos 
B1 e B2) foram detectados pelo seqüenciamento genético é possível concluir que o 
protocolo descrito é capaz de amplificar amostras de ambos os genótipos 
(SARASINI et al., 2006). 
Os ensaios de amplificação do controle positivo definiram o limite de 
detecção da reação de PCR em 180 cópias/reação. Kuypers et al. (2005) 
demonstraram que metodologias de PCR em tempo real apresentam um limite 
inferior de detecção, chegando a 10 cópias/reação. Cótê et al. (2003) utilizando os 
mesmos iniciadores que este estudo, porém com a metodologia de PCR em tempo 
real com detecção pelo SYBR GREEN no equipamento Light Cycler® (Roche) 
estimaram a sensibilidade do ensaio para 100 cópias/reação. Tais achados sugerem 
que a metodologia padronizada por PCR convencional apresentou uma boa 
sensibilidade. 
O controle interno (PRV) usado neste protocolo foi importante para prevenir 
resultados falso negativos, que poderiam surgir devido a uma ineficiente extração do 
RNA ou a presença de inibidores da reação de PCR na amostra em questão. A 
verificação de uma possível inibição da reação de PCR pela quantidade de cópias 
do controle interno inseridos no tampão de extração foi necessário, devido tanto a 
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amplificação do PRV quanto a do hMPV ocorrerem no mesmo tubo e competirem 
pelos reagentes da reação de PCR, como: enzima e dNTPs. A quantidade de 500 
cópias do PRV adicionado no tampão de extração não influenciou na sensibilidade 
da reação de PCR em detectar 180 cópias/reação do gene N do hMPV. Cada rotina 
de extração e amplificação das amostras de ANF foi analisada juntamente com um 
controle negativo, que validou a ausência de uma possível contaminação durante o 
processamento da amostra e um controle positivo que validou as condições da 
reação de PCR. O controle positivo produzido utilizado na diluição determinada 
mostrou-se eficiente, porém recomenda-se que alíquotas deste controle sejam 
realizadas para uso rotineiro, evitando o congelamento e descongelamento 
sucessivos.  
Finalmente, a metodologia de RT-PCR para detecção do gene N mostrou-se 
sensível, específica (não apresentou reação cruzada com outros vírus respiratórios 
habitualmente circulantes em Curitiba), rápida e de fácil realização para diagnóstico 
laboratorial de rotina do hMPV. 
Um dos objetivos do estudo era isolar o hMPV em cultivo celular com o 
intuito de ampliar a carga viral, permitindo assim a realização do seqüenciamento 
genético do vírus para determinação dos subtipos circulantes, correlacionando 
genótipo/subtipo com gravidade de infecção. No entanto, não se obteve sucesso no 
isolamento viral. Um dos motivos do hMPV ter sido descrito tão tardiamente é a 
dificuldade de isolá-lo em cultivo celular (DEFFRASNES et al., 2005). O hMPV 
replica lentamente em poucas linhagens celulares (BOIVIN et al., 2002; VAN DEN 
HOOGEN et al., 2001), sendo que as linhagens LLC-MK2 e HEp-2 se mostraram 
mais eficientes para o isolamento do hMPV (BAO et al., 2007; BIACCHESI et al., 
2004; LANDRY et al., 2005; REINA et al., 2007). Neste trabalho tentou-se o 
isolamento do vírus tanto pelo método convencional quanto pelo método de 
centrifugação rápida (Shell Vial) em linhagens de LLC-MK2 e HEp-2. O efeito 
citopático normalmente é observado após um tempo médio de incubação de 17,3 
dias (variando de 2-23 dias) (BOIVIN et al., 2002), desta maneira, a incubação foi 
acompanhada por até 30 dias após a inoculação, pois Chan et al. (2003) relataram 
que prolongando o tempo de incubação para 20-28 dias aumentariam as chances de 
isolar o hMPV, mas mesmo assim não se conseguiu o isolamento.  
O isolamento viral é uma técnica laboriosa e vários fatores podem ter 
influenciado nesta metodologia. Um dos pré-requisitos para o isolamento viral é que 
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o vírus precisa estar infectante, a partícula viral precisa estar completa e a célula 
hospedeira susceptível ao vírus, ou seja, apresentar os receptores necessários para 
a interação com o vírion e conseqüente entrada na célula. Desta maneira, uma 
condição ideal para garantir a infectividade do vírus seria o envio da amostra, sob 
refrigeração, imediatamente após a coleta ao laboratório, evitando-se a 
desnaturação das proteínas de superfície viral e inoculá-la nas linhagens 
susceptíveis no momento do processamento da mesma, impedindo o congelamento 
e descongelamento sucessivos. No entanto, as amostras do presente estudo, 
coletadas no período de 2006 a 2008 e mantidas congeladas a -80ºC foram 
inoculadas somente no final do ano de 2008, sendo que durante este período houve 
alguns episódios de descongelamento do freezer. Outros fatores seriam a carga viral 
infectiva presente na amostra e para tanto a coleta deveria ter sido realizada o mais 
precoce na fase aguda da doença, além de ser transportada rapidamente e de forma 
adequada.  
Deste modo, a subtipagem do vírus por meio do seqüenciamento genético 
foi realizado diretamente da amostra clínica. Este tipo de seqüenciamento apresenta 
a vantagem de demonstrar a seqüência real do genoma do vírus infectante humano, 
pois evita mudanças aminoacídicas devido à adaptação das proteínas da superfície 
viral às células da cultura celular (KÖNIG et al., 2004; LUDEWICK et al., 2005). Para 
a subtipagem do vírus, decidiu-se seqüenciar um fragmento do gene F, pois Boivin 
et al. (2004) demonstraram que este gene, por dar origem a uma proteína de 
superfície e pelo fato de apresentar uma porção altamente conservada, pode ser 
usado como referência em estudos de variabilidade genética e genotipagem viral. 
Adicionalmente, decidiu-se seqüenciar também o fragmento do gene N e assim 
obteve-se outro gene para subtipar as amostras, bem como comparar os resultados 
da subtipagem entre esses dois genes.  
O seqüenciamento genético foi obtido em 51 das 61 amostras positivas para 
hMPV, sendo que em 3 amostras conseguiu-se seqüenciar tanto o fragmento do 
gene N quanto o do gene F. Somente em amostras com concentrações de DNA 
superior a 3 ng/µL alcançou-se um seqüenciamento nucleotídico com resolução, 
portanto o não isolamento do vírus foi um fator limitante para a realização dos 
estudos genéticos. A metodologia de purificação do produto de PCR provavelmente 
não influenciou na quantidade de DNA recuperada, uma vez que o método de 
recorte da banda no gel, que resultou em uma pequena concentração de DNA final, 
109 
 
apenas foi usado quando havia bandas inespecíficas na reação, ou seja, 
possivelmente a amostra apresentava interferentes que influenciou na reação de 
PCR e conseqüente menor amplificação do fragmento alvo.  
A árvore filogenética foi construída com uma região em comum de todas as 
seqüências obtidas e desta maneira a árvore para o gene F foi construída com 220 
nucleotídeos e a do gene N com 156 nucleotídeos. Estudos prévios demonstraram 
que os padrões filogenéticos produzidos por um fragmento destes genes são 
semelhantes aos produzidos pelo seqüenciamento completo do gene (CHUNG et al., 
2008; HUCK et al., 2006; LUDEWICK et al., 2005; MACKAY et al., 2004). 
De um modo geral, a subtipagem do hMPV é realizada pela análise 
nucleotídica, pois poucas diferenças aminoacídicas discriminam os genótipos A e B, 
e variações polimórficas tendem a agrupar discretamente os subtipos (YANG et al., 
2009). 
A análise da árvore filogenética construída com as seqüências nucleotídicas 
parciais dos genes N e F mostraram a presença de 2 grupos principais (A e B) que 
podem ser subdivididos em 2 subgrupos (1 e 2) (HUCK et al., 2006; ISHIGURO et 
al., 2004; YANG et al., 2009). O alto valor do bootstrap suportou esta divisão entre 
os genótipos A e B (90 - 100%) e subtipos A1, A2a, A2b, B1 e B2 (76-98%), embora 
neste estudo, o subtipo A2b não tenha sido detectado. Entretanto, a topologia da 
árvore com seqüências parciais do gene F para o subtipo A1 foi suportada apenas 
com 55% das réplicas de bootstrap. Van den Hoogen et al. (2004a) e Yang et al.  
(2009) realizaram estudos filogenéticos com seqüências parciais e completas do 
gene F obtidas em um período de 20 anos, respectivamente, e tanto o valor do 
bootstrap quanto a topologia da árvore foram semelhantes com a obtida neste 
estudo. Adicionalmente, os subtipos detectados pelo seqüenciamento do gene F 
foram suportados também pela análise de identidade/similaridade entre as 
seqüências obtidas e as seqüências referências. 
A composição nucleotídica das seqüências obtidas para o genes F e N 
revelaram 82,8-87,1% e 81,7-84,9% de similaridade entre os genótipos A e B dos 
hMPV detectados e uma identidade de 94,8–97,2% e 95,4% entre os subtipos do 
genótipo A e 92,9-97,2% e 92,6% entre os subtipos do genótipo B, respectivamente. 
Deste modo, as seqüências mostraram maior diversidade nucleotídica e 
aminoacídica entre os genótipos A e B (MACKAY et al., 2004; GAUNT et al., 2009). 
Huck et al. (2006) analisaram seqüências parciais do gene F do hMPV (506 
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nucleotídeos) e determinaram que a identidade nucleotídica entre os genótipos A e 
B foi de 84-87% enquanto que entre os subtipos A1-A2 e B1-B2 foi de 92-94% e 94-
96%, respectivamente. Bastien et al. (2003) analisaram as seqüências ORF do gene 
N e determinaram que a identidade nucleotídica entre os genótipos A e B foi de 85-
86% enquanto que entre os subtipos foi de 93-100%. As seqüências obtidas neste 
estudo apresentaram uma percentagem de similaridade maior comparado aos 
estudos de Huck et al. (2006) e Bastien et al. (2003), possivelmente por ter sido 
comparado um fragmento menor dos genes (220 nt para o gene F e 156 nt para o 
gene N) (LUDEWICK et al., 2005; VAN DEN HOOGEN et al., 2004a). Embora um 
pequeno número de amostras tenha sido seqüenciado para o gene N, a análise das 
seqüências aminoacídicas do mesmo mostrou pouca variabilidade. Dados da 
literatura mostram que os genes mais conservados são aqueles que correspondem 
a regiões mais internas do vírus (gene N) e os genes mais variáveis são aqueles que 
correspondem a regiões externas do vírus (genes G e F) (GALIANO et al., 2006).  
Entre as amostras do subtipo B2 que circularam nos anos de 2006 e 2007 
observou-se que pequenas substituições nucleotídicas ocorreram no gene F, o que 
coloca estas amostras em ramos separados na análise da árvore filogenética, porém 
o baixo valor das réplicas de bootstrap (<70%) não confirmam a topologia da árvore, 
indicando que estas amostras não sugerem um novo subtipo de hMPV, mas apenas 
polimorfismos (HUCK et al., 2006; LUDEWICK et al., 2005). A variação genética é 
um forte indicador da evolução viral e a habilidade do subtipo viral permanecer em 
uma determinada população (LUDEWICK et al., 2005). Estima-se que as mutações 
no gene F ocorram em 7,12 × 10-4 substituições/sítio/ano (YANG et al., 2009).  
Análises filogenéticas com amostras de diferentes países em diferentes 
anos, mostram que todos os subtipos do hMPV distribuem-se de forma 
randomizada, sugerindo a circulação de uma população de hMPV relativamente 
homogênea no mundo (BASTIEN et al., 2003; BOIVIN et al., 2002; ESPER et al., 
2003; PERET et al., 2004; VAN DEN HOOGEN et al., 2004a). Comparando as 
seqüências deste estudo com as seqüências referências selecionadas, que são 
provenientes de cepas isoladas em outros países em diferentes anos (Estados 
Unidos: 1985, 1986, 1992, 2000; Canadá: 1997, 1998, 1999, 2000; Holanda: 2000, 
1999 e Japão 2003), observa-se que a população de hMPV detectada em Curitiba 
(PR) entre os anos de 2006 e 2008 é muito semelhante à circulante em outros 
países (BASTIEN et al., 2003). 
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A vantagem de se realizar um seqüenciamento genético de um vírus é a 
possibilidade de poder compará-lo com outras seqüências já descritas e avaliar a 
variabilidade genética. Deste modo, o uso desta ferramenta apenas para a 
subtipagem viral se torna uma técnica de alto custo e, portanto não é indicada para 
um diagnóstico laboratorial de rotina. Diante do exposto, decidiu-se realizar a 
metodologia de PCR seguido da análise do polimorfismo dos fragmentos de 
restrição (PCR-RFLP) tendo o gene F como alvo para a subtipagem do vírus, 
conforme descrito por Montes et al., (2008).  
A técnica de PCR-RFLP realizada conseguiu subtipar 5 (8,2%) amostras, 
sendo que a digestão apenas mostrou-se eficiente nas amostras que apresentavam 
uma banda de maior intensidade na reação de PCR. No protocolo descrito por 
Montes et al. (2008) a amplificação do gene F é realizada por meio de uma reação 
de Nested-PCR, provavelmente com o intuito de aumentar a quantidade de DNA 
para posterior digestão com a enzima de restrição. Deste modo, o protocolo de 
Montes et al. (2008) não foi reprodutível neste estudo, porém o único item que difere 
entre a metodologia descrita e a utilizada foi o método de extração, onde o grupo 
espanhol extraiu o RNA em uma plataforma automatizada BioRobot M48 (Quiagen, 
Alemanha) - que provavelmente apresenta uma melhor eficiência de extração - e no 
presente estudo a extração foi realizada por um método manual. Uma alternativa 
para o protocolo de PCR-RFLP seria a utilização de amostras isoladas em cultivo 
celular, pois apresentaria uma maior carga viral.  
Pelo exposto, métodos sensíveis e de baixo custo de subtipagem para o 
hMPV devem ser padronizados, como SSCP (polimorfismo da conformação da fita 
simples) ou PCR em tempo real pelo sistema Taqman, para uso rotineiro em 
laboratórios de diagnóstico clínico.  
A padronização e introdução do diagnóstico laboratorial do hMPV em 
amostras de ANF em pacientes hospitalizados nas unidades de pediatria e TCTH do 
HC-UFPR por infecção respiratória aguda, demonstrou um aumento de 2,9% no 
percentual de amostras positivas na pesquisa rotineira de vírus respiratórios do 
laboratório de virologia desta instituição.  
A ampliação desse estudo com a inclusão de pacientes do programa de 
vigilância epidemiológica do vírus influenza, atendidos em unidades de saúde básica 
de Curitiba, possibilitou que se analisasse o perfil demográfico e clínico de pacientes 
ambulatoriais infectados por este novo patógeno, bem como se comparasse os 
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subtipos do hMPV que circularam entre estes dois grupos de pacientes, no período 
de 2006 a 2008. 
Neste estudo, a pesquisa do hMPV em amostras de ANF coletadas tanto de 
pacientes hospitalizados no HC-UFPR, como naqueles atendidos nas UBS de 
Curitiba entre os anos de 2006 a 2008, identificou que o hMPV foi o agente causador 
da IRA em 4,8% da população analisada.  
A incidência mundial do hMPV como agente causador de IRA, varia de 1,5 a 
41% (KONIG et al., 2004; MAHALINGAM et al., 2006). Esta variação decorre de 
alguns parâmetros analisados no estudo em questão, tais como: avaliação de 
amostras de apenas alguns meses do ano, pesquisa do hMPV somente em 
amostras previamente negativas para outros vírus respiratórios, método de 
diagnóstico laboratorial, gene do hMPV pesquisado, método de detecção da reação 
de PCR, idade dos pacientes incluídos no estudo, utilização de amostras de 
pacientes hospitalizados ou ambulatoriais e inclusão de pacientes 
imunocomprometidos (MAGGI et al., 2003; RAFIEFARD et al., 2008).  
Ao analisar os resultados dessa pesquisa nos pacientes com IRA que 
coletaram amostras de ANF nos grupos: hospitalizados e ambulatorial, a infecção 
pelo hMPV foi causa de IRA em 4,1% e 5,9% dos pacientes, respectivamente. Uma 
maior freqüência do hMPV em pacientes ambulatoriais também foi observado por 
Cuevas et al. (2003). Deve-se ressaltar que este dado refere-se especificamente ao 
ano de 2007.  
Nos pacientes ambulatoriais, o hMPV foi detectado em 4,0% dos casos de 
IRA, como único patógeno e em 5,9% dos casos de IRA, quando se analisou os 
quadros de co-infeçcão com outros vírus respiratórios. A maioria dos pacientes 
ambulatoriais infectados pelo hMPV era criança (mediana 8,3 anos, variando de 1 a 
75 anos). Entretanto, Stockon et al. (2002), investigando o hMPV em amostras de 
pacientes do Programa de Vigilância Epidemiológica do vírus influenza em Londres, 
entre os anos de 2000 a 2001, detectaram o vírus em 2,2% dos casos de síndromes 
gripais. A idade mediana dos pacientes infectados foi de 57 anos (variando de 1 a 75 
anos).   
O hMPV foi o agente causador de IRA em 4,6% dos pacientes 
imunossuprimidos submetidos à TCTH no HC-UFPR, sendo que este vírus foi 
apenas detectado em pacientes que realizaram transplante alogênico. Estudos 
relatam que a incidência do hMPV nos pacientes de transplante de células 
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hematopoiéticas varia de 3,6 a 5,9% nos pacientes de transplante alogênico e de 1,3 
a 2,9% nos pacientes de transplante autólogo (MARTINO et al., 2005; OLIVEIRA et 
al., 2008; WILLIAMS et al., 2005a). 
Entre os pacientes pediátricos hospitalizados no HC-UFPR, o hMPV foi 
detectado em 4,0% dos casos de IRA, sendo que este vírus foi o único patógeno 
detectado em 72,7% dos casos. A maioria dos pacientes infectados tinha menos de 
6 meses de idade (mediana 3,2 meses, variando de 1 – 47 meses).  
Carneiro et al. (2009) ao estudar amostras de crianças com quadro de 
infecção respiratória, em menores de 5 anos de idade hospitalizadas - no Hospital 
de Clínicas de Uberlândia (Minas Gerais), entre os anos de 2000 a 2007 - 
encontraram uma prevalência de 12,3% (14/114) para o hMPV - pesquisando o vírus 
com os mesmos iniciadores para o gene N que o presente estudo - sendo que a 
faixa etária mais acometida foi de 21 meses ± 13,3 meses. Em uma investigação 
preliminar para detecção do hMPV entre nos meses de março a setembro dos anos 
de 2000 a 2002 no HC-UFPR, a prevalência deste vírus foi de 6,4% em crianças 
com uma média de idade de 4,4 ± 4,2 meses (DEBUR et al., 2007).  
Outros estudos brasileiros, porém focando a detecção de outros genes do 
hMPV, descreveram a prevalência do mesmo em 11,4% das crianças menores de 5 
anos de idade (média de 7 ± 5,9 meses) internadas no Hospital de Clínicas de São 
Paulo entre os anos de 2003 a 2006 (OLIVEIRA et al., 2009) e 5,6% em crianças 
menores de 1 ano de idade (média 4,4 meses) no Hospital de Campinas no ano de 
2004 (RICCETTO et al., 2009; SILVA et al., 2008).  
Tanto a prevalência do vírus, quanto a faixa etária das crianças hospitalizadas 
no HC-UFPR acometidas pela infecção do hMPV foi menor do que a demonstrada 
em estudos prévios, inclusive brasileiros, nos quais a prevalência deste vírus variou 
de 5 a 12% dos casos de hospitalizações, sendo mais freqüentemente encontrado 
em crianças entre 6 a 24 meses de idade (BACH et al., 2004; BOIVIN et al., 2003; 
CARNEIRO et al., 2009; CUEVAS et al., 2003; ESPER et al., 2003; FREYMUTH et 
al., 2003; HAMELIN et al., 2004; JARTTI et al., 2002; MAGGI et al., 2003; MULLINS 
et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009; PEIRIS et al., 2003; RICCETTO et al., 2009; 
SILVA et al., 2008; XEPAPADAKI et al., 2004). No entanto, deve-se ressaltar que 
estes estudos foram realizados em períodos/anos distintos ao do presente trabalho, 
inclusive a investigação prévia do hMPV no HC-UFPR, realizada no período de 
março a setembro de 2000 a 2002 (DEBUR et al., 2007). Gaunt et al. (2009) 
114 
 
examinando amostras de ANF de crianças hospitalizadas no Reino Unido entre os 
anos de 2006 a 2008, encontraram uma incidência para o hMPV de 2,0% neste 
período. Esta observação e os resultados do estudo atual permite sugerir que 
provavelmente nos anos de 2006 a 2008 a circulação do hMPV tenha sido menor do 
que nos anos anteriores.  
Considerando que o hMPV é um vírus de RNA, alguns fatores podem ter 
influenciado em uma menor detecção do hMPV pela metodologia de RT-PCR, entre 
estes: demora no transporte da amostra ao laboratório, carga viral presente no ANF 
(JOFRE et al., 2007; SARASINI et al., 2006) e a realização da técnica em amostras 
que foram congeladas (STOCKTON et al., 2002; VAN DEN HOOGEN et al., 2004b).  
O presente estudo mostra casos de co-infecção entre hMPV e os seguintes 
vírus respiratórios: hRSV, FLU B e AdV em pacientes pediátricos hospitalizados; 
PIV3 em pacientes imunossuprimidos (que foram submetidos à TCTH); PIV3, hRSV, 
AdV e FLU A em pacientes ambulatoriais. A co-infecção hMPV/hRSV foi a mais 
comumente encontrada (66,7%). Algumas pesquisas demonstram uma associação 
entre co-infecção hMPV/hRSV e gravidade do quadro respiratório (CUEVAS et al., 
2003; GREENSILL et al., 2003; KONIG et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009; SEMPLE 
et al., 2005) enquanto outros estudos não confirmam esta hipótese (BIACCHESI et 
al., 2003; XEPAPADAKI et al.  2004). Ao comparar pacientes mono infectados e co-
infectados, as manifestações clínicas, diagnóstico final do quadro clínico respiratório 
e tratamento utilizado, tanto nos casos hospitalizados (pediatria) como nos 
ambulatoriais, não apresentaram diferenças estatisticamente significativas para 
predizer gravidade (XEPAPADAKI et al., 2004). Na presente pesquisa, casos de co-
infecção entre vírus respiratórios, foram principalmente detectados nas crianças 
hospitalizadas com idade mediana de 4 meses (variando de 1 a 9 meses) e nos 
pacientes ambulatoriais com uma mediana de 1 ano de idade (variando de 1 a 40 
anos). Esta observação foi também descrita por Aberle et al. (2005), onde relatam 
que geralmente os casos de co-infecção são mais freqüentes em crianças com 
menos de 1 ano de idade, pelo fato desta faixa etária estar mais susceptível a 
infecção pelos vírus circulantes. Deve-se ressaltar que a detecção do hMPV foi 
realizada por um método molecular, enquanto os outros vírus respiratórios foram 
detectados pela metodologia de imunofluorescência indireta. Dessa maneira, os 
casos de co-infecções hMPV/outros vírus respiratórios podem estar subestimados 
(STEMPEL et al. 2009).  
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Co-infecções de hMPV com bactérias do trato respiratório são pouco 
estudadas e menos freqüentes que de co-infecção com outros vírus respiratórios, no 
entanto, já foram descritos casos de co-infecção com Staphylococcus aureus, 
Streptococcus pneumoniae e Stenotrophomons maltophila (MAHALINGAM et al., 
2006). No presente estudo, houve três episódios de crianças hospitalizadas, que 
necessitaram de cuidados intensivos, com quadro de sepse, sendo a bactéria 
Staphylococcus aureus a única identificada. 
Considerando todos os casos de hMPV detectados nesta pesquisa, é 
possível dizer que o hMPV foi responsável por IRA em todas as faixas etárias. 
Alguns estudos mostram, que a infecção pelo hMPV é mais freqüente no sexo 
masculino (CUEVAS et al., 1003; GRAY et al., 2006b; MAHALINGAM et al., 2006; 
PEIRIS et al., 2003), entretanto, encontramos nas amostras analisadas, uma maior 
freqüência do hMPV no sexo feminino (59%) – não havendo contudo, para esse 
dado, significado estatístico. 
As manifestações clínicas da infecção por este vírus variaram de acordo 
com o grupo pesquisado. Os pacientes ambulatoriais (idade mediana 8,3 anos – 
variação 6 meses a 75 anos), em sua grande maioria, tiveram infecção no trato 
respiratório superior, desenvolvendo um quadro de síndrome gripal e foram tratados 
com sintomáticos. Apenas uma criança (12 meses de idade) desenvolveu quadro de 
bronquite aguda. No entanto, todos os pacientes pediátricos hospitalizados 
infectados pelo hMPV (idade mediana 3,2 meses – variação 1 a 47 meses) tiveram 
comprometimento das vias aéreas inferiores. Carneiro et al. (2009) estudaram 
crianças hospitalizadas e descreveram que a maioria dos pacientes infectados por 
este vírus (idade média 21 ± 13,3 meses) apresentou apenas infecção no trato 
respiratório superior. Estes dados sugerem que há uma relação entre idade das 
crianças com infecção no trato respiratório superior e inferior (Williams et al., 2005a), 
sendo que, geralmente quadros respiratórios mais graves, são visualizados em 
crianças nos primeiros 12 meses de vida (COSTA et al., 2006), e no presente 
estudo, foram visualizados principalmente casos de infecções graves nos primeiros 
6 meses de vida. 
As manifestações clínicas da infecção pelo hMPV nos pacientes pediátricos 
hospitalizados foram similares aos descritos em estudos prévios (BOIVIN et al.,  
2004; CHANO et al., 2005; CUEVAS et al., 2003; MULLINS et al., 2004; 
OSTERHAUS & FOUCHIER, 2003).  O hMPV esteve relacionado com um 
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comprometimento no trato respiratório inferior, sobretudo em menores de 6 meses 
de idade, causando broncopneumopatias graves (bronquiolite, 
laringotraqueobronquite, broncopneumonia e pneumonia) (BOUSCAMBERT-
DUCHAMP et al., 2005; CHANO et al., 2005; MAGGI et al., 2003; MULLINS et al., 
2004; XEPAPADAKI et al., 2004). Não foi observada otite média nos pacientes 
estudados, apesar desta apresentação clínica já ter sido descrita (BOIVIN, 2002; 
MULLINS et al., 2004; OSTERHAUS, 2003; PEIRIS et al., 2003). Entretanto, apenas 
os sinais e sintomas não se apresentaram suficientes para determinar a etiologia 
desta infecção, sendo necessários exames laboratoriais para o diagnóstico 
específico deste patógeno.  
Comparações entre o diagnóstico final dos casos em que os pacientes 
pediátricos foram hospitalizados na primeira semana de manifestação clínica, com o 
de crianças hospitalizadas após 5 dias do início dos sintomas, foram realizadas com 
o intuito de determinar, se a evolução do quadro clínico devido à demora da busca 
pela assistência estava relacionada com a gravidade da infecção. Constatou-se que 
não houve diferença estatística entre o manejo clínico dos pacientes e o diagnóstico 
final da infecção, indicando que se trata de uma IRA que necessita de cuidados 
imediatos e a gravidade depende da resposta da criança à infecção.  
Considerando a data do início dos sintomas descrita no prontuário médico, o 
hMPV foi detectado em uma mediana de 5 dias (variando de 1 a 15 dias) da data do 
início dos sintomas. Estudos que analisaram amostras coletadas seqüencialmente 
de crianças infectadas pelo hMPV demonstraram que elas excretam vírus por mais 
de 10 dias (2 a 3 semanas), sendo que a maior carga viral é obtida de amostras 
coletadas no pico dos sintomas clínicos, tanto no trato respiratório superior, quanto 
no inferior. Além disso, acredita-se que a diminuição da carga viral associada a uma 
infecção grave, esteja relacionada com a resolução dos sintomas clínicos (JOFRÉ et 
al., 2007; SARASINI et al., 2006). 
Os casos de infecção por hMPV em crianças hospitalizadas estavam 
envolvidos com infecções respiratórias graves, sendo que a oxigenoterapia foi 
necessária em 87,5% dos casos por um tempo médio de 8 dias, ventilação 
mecânica em 29,2% por um tempo médio de 9 dias e admissão em unidades de 
terapia intensiva em 33,3% dos casos. Dados semelhantes foram relatados por 
Mahalingam et al. (2006). A maioria dos pacientes evoluiu para a resolução da 
infecção, sem seqüelas. Apenas um óbito ocorreu, sendo que esta paciente 
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apresentava uma doença de base, era portadora da Síndrome de Down. As crianças 
com esta síndrome apresentam vários fatores que contribuem para uma infecção 
pulmonar, o que as tornam mais suscetíveis a uma infecção respiratória viral, sendo 
esta uma das principais causas de hospitalização e mortalidade (SOARES et al., 
2004).  
Observou-se que a mediana de dias de hospitalização destas crianças foi de 
11 dias (variando de 2 a 84 dias), maior do que previamente relatado, cerca de 7 
dias (BACH et al., 2004; BOIVIN et al., 2002; JARTTI et al., 2002; 
SAMRANSAMRUAJKIT et al., 2006; XEPAPADAKI et al., 2004), demonstrando a 
gravidade e o custo da hospitalização devido à infecção pelo hMPV na população 
em estudo. 
Os pacientes que foram submetidos à TCTH e tiveram infecção respiratória 
pelo hMPV, foram infectados após alta médica da unidade de isolamento do 
transplante. Normalmente, os pacientes voltam ao hospital diariamente para receber 
tratamento medicamentoso, geralmente por um período de 100 dias após o 
transplante (D +100). Dois pacientes foram infectados pelo hMPV nos primeiros 30 
dias após o TCTH, período este em que os pacientes são submetidos a uma 
imunossupressão intensa, para evitar a doença do enxerto contra o hospedeiro, 
sendo portanto mais susceptíveis a infecções. Os demais pacientes tiveram a 
infecção no período compreendido entre o 30º e 90º dia após o transplante. 
Provavelmente, estas infecções ocorreram devido ao contato com pacientes 
infectados no próprio hospital ou com pessoas infectadas da comunidade (RABONI 
et al., 2003). A maioria dos pacientes infectados teve apenas infecção no trato 
respiratório superior, usualmente com sintomas iniciais de tosse e coriza, conforme 
relatado em estudos prévios (ENGLUND et al., 2006; LEE et al., 2007). Estas 
manifestações clínicas foram manejadas com tratamento sintomático. Entretanto, 
25% dos pacientes evoluíram para infecção no trato respiratório inferior. Estes 
pacientes eram crianças, uma de 3 e outra de 10 anos, e tiveram doadores não 
aparentados de células hematopoiéticas. Os casos de pneumonia nestes pacientes, 
provavelmente ocorreram devido ao quadro de imunossupressão dos mesmos, que 
contribuiu para uma resposta imune deficiente. Adicionalmente, esses casos podem 
ter sido também de uma primoinfecção para o qual não apresentavam resposta 
imunológica (BOECKH et al., 2005; LEE et al., 2007). A criança com 10 anos de 
idade estava co-infectada com PIV3 e alguns estudos sugerem que quadros de co-
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infecções, especialmente em pacientes imunossuprimidos, usualmente levam a uma 
infecção no trato respiratório inferior (ABERLE et al., 2005; WILLIAMS et al., 2005a). 
É importante ressaltar que os pacientes que desenvolveram quadros de pneumonia 
estavam linfopênicos (dados não mostrados), o que concorda com a hipótese de que 
a linfopenia é um fator de predisposição a infecções virais no trato respiratório 
inferior (MARTINO et al., 2005). 
Há poucos dados sobre manifestações clínicas dos pacientes ambulatoriais 
infectados com o hMPV, pois a grande maioria dos estudos focaliza pacientes  
hospitalizados (CUEVAS et al., 2003) e quando há inclusão de pacientes 
ambulatoriais, normalmente envolvem a população adulta. Até o momento, em 
adultos, este vírus tem sido descrito ocasionando quadros gripais (STOCKON et al., 
2002) e exacerbação da asma (WILLIAMS et al., 2005b). No entanto, há descrição 
de casos de pneumonia em pacientes adultos imunocomprometidos ou idosos 
infectados pelo hMPV (BOIVIN et al., 2002; ENGLUND et al., 2006). No presente 
estudo, os pacientes adultos ambulatoriais apresentaram quadros de síndromes 
gripais, conforme também descrito por Falsey et al. (2003) e Rafiefard et al. (2008). 
Os pacientes foram tratados, principalmente, com analgésicos e antitérmicos e, 
menos freqüentemente, com antibióticos, antiinflamatórios, broncodilatadores e anti-
histamínicos. 
O fato do hMPV ter sido detectado causando IRA nos pacientes com mais de 
1 ano de idade sugere que a infecção natural pelo hMPV promove uma imunidade 
não duradoura, sendo que re-infecções podem ocorrer ao longo da vida em qualquer 
faixa etária (ENDO et al., 2008; FALSEY et al., 2003; HAMELIN et al., 2005; VAN 
DEN HOOGEN et al., 2007).  
A resposta imune para o hMPV inclui tanto a produção de anticorpos (Ig A e 
Ig G) neutralizantes para as proteínas F e G do vírus, quanto à indução de células T 
específicas (ENDO et al., 2008). Os anticorpos (Ig A e Ig G) apresentam um papel 
importante na proteção contra as doenças causadas pelos vírus respiratórios 
(CROWE & WILLIAMS, 2003). Nas infecções respiratórias, a IgA secretada previne 
a re-infecção por uma cepa homóloga do vírus, durante a mesma estação 
epidemiológica (pois estes anticorpos tem uma vida curta e apenas níveis 
significantes são encontrados nos primeiros meses após a infecção), porém não 
protege do envolvimento no trato respiratório inferior. Anticorpos neutralizantes, 
principalmente IgG no soro, para as glicoproteínas de superfície viral, são 
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importantes na proteção das vias aéreas inferiores (CROWE & WILLIAMS, 2003; 
GLEZEN et al., 1986).  
Estudos de soroprevalência por ensaios de neutralização mostraram que o 
título de anticorpos neutralizantes de crianças infectadas com hMPV aumenta para 
ambos os genótipos A e B do vírus, embora esse aumento tenha sido quatro vezes 
maior para o genótipo infectante e com uma duração aproximada de 3 meses. Desta 
forma, observa-se que os anticorpos neutralizantes no período logo após a infecção, 
protegem contra outros genótipos de hMPV por um período aproximado de 100 dias 
(MATZUSAKI et al., 2008). Estes achados mostram que há um declínio no nível de 
anticorpos após alguns meses da primeira infecção pelo vírus e, isso acontece mais 
significativamente, se esta infecção ocorre nos primeiros meses de vida (CROWE & 
WILLIAMS, 2003), o que justifica o fato do hMPV ser encontrado em todas as faixas 
etárias do presente estudo.  
Normalmente, os casos de re-infecção pelo hMPV ficam restritos ao trato 
respiratório superior, provavelmente pela proteção dos anticorpos IgG específicos 
circulantes (VAN DEN HOOGEN et al., 2007). Isto explica os casos de síndromes 
gripais observados nos adultos ambulatoriais. Em pacientes com predisposição para 
doença pulmonar (doença de base, imunossupressão), a infecção pode evoluir para 
o comprometimento do trato respiratório inferior (BOIVIN et al., 2007; HAMELIN et 
al., 2005). Conforme observado no presente estudo, as pneumonias ocorreram em 
pacientes maiores de 1 ano de idade que foram submetidos à TCTH. No entanto, 
deve-se ressaltar que estas observações só foram feitas, com base nos dados 
obtidos com a população estudada, pacientes pediátricos e imunossuprimidos 
hospitalizados e pacientes ambulatoriais, e que a pesquisa não incluiu amostras de 
ANF de pacientes adultos hospitalizados em outras unidades clínicas do HC-UFPR, 
pois a investigação de vírus respiratórios não é realizada de rotina nestes pacientes. 
Logo, não se pode generalizar que todos os casos de re-infecção respiratória viral 
em um indivíduo adulto, sem doença de base, ficarão limitados ao trato respiratório 
superior. Estudos abordando este tema deverão ser realizados.  
Provavelmente as crianças hospitalizadas nas unidades de pediatria do HC-
UFPR com infecção pelo hMPV foram casos de primoinfecção (HAMELIN et al., 
2005), pois eram crianças com idade inferior a 6 meses e não apresentavam 
doenças de base que pudessem predispor para um quadro mais grave. O 
mecanismo de doença pulmonar pelo hMPV ainda é desconhecido, porém sugere-
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se que a resposta inflamatória no trato respiratório esteja fortemente envolvida com 
a sua evolução clínica (BAO et al., 2008; GUERRERO-PLATA et al., 2005; 
HAMELIN et al., 2006; JARTTI et al., 2002; LAHAM et al., 2004; MONTÓN et al., 
1999; SCHUTTE et al., 1996). Crianças no primeiro ano de vida são menos 
tolerantes a infecções envolvendo o trato respiratório inferior do que indivíduos com 
uma idade maior, em parte porque o diâmetro das vias aéreas é estreito e assim 
mais susceptível a obstruções (COSTA et al., 2006) e, também, porque a resposta 
imune é imatura (CROWE & WILLIAMS, 2006). Estas crianças não conseguem 
produzir anticorpos neutralizantes eficazes para as proteínas glicosiladas (F e G do 
hMPV), pois apresentam uma freqüência reduzida de mutação somática para 
originar um anticorpo específico contra o vírus, e uma diminuída capacidade de troca 
de classe de anticorpos. Além disso, a secreção de citocinas é pequena, sendo 
também deficiente na produção de interferon (COLLINS & GRAHAM, 2008). Estudos 
sugerem que infecções respiratórias repetidas induzem à maturação da resposta 
imunológica na criança, diminuindo a incidência e a gravidade das infecções 
respiratórias (COSTA et al., 2006), o que se observou nos casos de infecção em 
crianças com mais de 12 meses de vida. 
Além do fato de que crianças com baixa faixa etária serem mais propensas a 
desenvolver quadros respiratórios mais graves (COSTA et al., 2006), alguns estudos 
relatam outros fatores, como casos de co-infecção com outros vírus respiratórios, 
conforme citado anteriormente (CUEVAS et al., 2003; GREENSILL et al., 2003; 
KONIG et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009), carga viral (BOSIS et al., 2008) e 
subtipo do vírus (VICENTE et al., 2006).  
Bosis et al.  (2008) e Gerna et al. (2007) estudaram casos de infecção 
respiratória aguda do trato respiratório superior e inferior em crianças, 
correlacionando a gravidade com as variáveis: genótipos e carga viral. Observaram 
que não houve correlação entre o genótipo do hMPV com as manifestações clínicas 
e, que as infecções no trato respiratório inferior apresentavam uma carga viral 
significativamente maior do que as infecções apenas no trato respiratório superior. 
Além disso, a carga viral foi maior nos pacientes hospitalizados do que nos 
pacientes ambulatoriais. Estudos prévios que descreveram a relação entre o 
genótipo do hMPV e a gravidade da doença mostraram em alguns casos que não há 
diferença (AGAPOV et al., 2006; MATSUZAKI et al., 2008) e, em outros, sugerem 
que há uma associação entre genótipo A e gravidade (VICENTE et al., 2006). 
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Embora esta pesquisa tenha detectado os subtipos A1, A2a, B1 e B2 do hMPV, 
nenhuma correlação foi observada entre o subtipo viral e gravidade da infecção. No 
entanto, há a necessidade de um maior número de amostras para cada subtipo viral 
a fim de avaliar por métodos estatísticos esta correlação.   
No presente estudo o genótipo B foi o mais detectado, sendo encontrado em 
73% das amostras de pacientes de todas as faixas etárias. Boivin et al. (2004) 
reportaram que em crianças menores de 3 anos de idade o genótipo A do hMPV é 
três vezes mais comum que o genótipo B. O genótipo B é descrito como o mais 
comum em adultos (BOIVIN et al., 2004). Rafiefard et al. (2008) descreveram que o 
genótipo A é predominante em todas as faixas etárias. Estas diferenças de 
resultados entre os estudos podem ser explicadas pela flutuação dinâmica entre os 
dois genótipos em diferentes países/continentes (RAFIEFARD et al., 2008).  
Entre os anos de 2006 a 2008, o hMPV foi detectado praticamente durante 
todo o ano, sendo que sua maior circulação foi observada em dois momentos: um no 
outono e outro no inverno e início da primavera, correlacionando-se com os meses 
de baixas temperaturas e chuvas na cidade de Curitiba (PR). Em seu estudo, na 
região nordeste do Brasil, Cuevas et al. (2003) relatam uma maior incidência de 
infecções por hMPV em períodos de estações chuvosas. 
Nesta pesquisa, todos os genótipos (A e B) do hMPV foram detectados. Ao 
contrário do descrito por Carneiro et al. (2009), o presente trabalho observou que 
diferentes genótipos de hMPV podem co-circular durante um mesmo ano, sendo que 
os subtipos A1 e B2 do hMPV foram detectados nos meses de agosto, setembro e 
outubro de 2006. Matsuzaki et al. (2008) analisando amostras do Japão e Oliveira et 
al. (2009) com amostras de São Paulo também descreveram a circulação dos 
genótipos A e B em 2006. No ano de 2007 apenas foi detectado amostras do 
genótipo B. Em maio e junho de 2007 foi observado a maior incidência do hMPV em 
todo o período do estudo (51,6%), entretanto, o subtipo B2 do hMPV foi 
predominante até o mês de maio e a partir de então predominou o subtipo B1. E, no 
ano de 2008 apenas foi detectado o subtipo A2a. Gaunt et al. (2009) analisando 
amostras do Reino Unido também detectaram os subtipos A2, B1 e B2 nos anos de 
2006 a 2008.  
Alguns estudos relatam a detecção de três ou até mesmo dos quatro subtipos 
do hMPV em um mesmo ano (CHUNG et al., 2008; SLOOTS et al., 2006). Embora 
este estudo tenha sido realizado com amostras de três anos consecutivos, foi 
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observado que pelo menos dois subtipos de hMPV circulam no ano, o que ocorreu 
nos anos de 2006 e 2007. Constatou-se que o genótipo do hMPV mudou após um 
período de circulação (subtipos A1 e B2 em 2006; subtipos B2 e B1 em 2007 e 
subtipo A2a em 2008). Carneiro et al. (2009) em um estudo com amostras de 
pacientes pediátricos do Hospital de Clínicas de Uberlândia (Minas Gerais) 
observaram que os subtipos A2a e A1 foram detectados em amostras do ano de 
2003, os subtipos B1 e B2 em 2004 e o subtipo B2 no ano 2006. Oliveira et al. 
(2009) estudando casos de hMPV em São Paulo demonstraram que o subtipo B1 foi 
predominante nos anos de 2004 e 2005 e os subtipos B2 e A2 foram predominantes 
em 2006. No presente estudo, nos anos onde mais de um subtipo de hMPV foi 
detectado, o subtipo B2 foi o subtipo mais freqüente (47%) e circulou desde a 
primavera de 2006 até a primavera de 2007. Mais análises em anos consecutivos 
deverão ser realizadas para verificar como acontece a mudança de subtipo na 
circulação do hMPV (AGAPOV et al., 2006; LARCHER et al., 2008; LUDEWICK et 
al., 2005; MACKAY et al., 2004). 
Uma mudança periódica do genótipo/subtipo predominante tem sido descrito 
em outros estudos e sugerem que a mudança antigênica faz parte do mecanismo de 
evasão do vírus ao sistema imune (LARCHER et al., 2008). Matsuzaki et al. (2008) 
explicam que o genótipo predominante e a faixa etária afetada podem estar 
fortemente relacionadas com o estado imunológico genótipo-específico da 
população de uma determinada região. Conforme descrito anteriormente, sabe-se 
que a imunidade aos vírus respiratórios ocorre por um tempo limitado após a 
primeira infecção (principalmente pelo anticorpo IgA), assim sendo, uma maneira do 
vírus se manter na população é a constante mudança no genótipo/subtipo. Além 
disso, observou-se que a maior incidência do hMPV (62,3%) foi em crianças 
menores de 5 anos de idade, que por sua vez excretam o vírus por mais de duas 
semanas desde o início das manifestações clínicas (SARASINI et al., 2006), 
possivelmente sendo os responsáveis pela disseminação do vírus, até mesmo pelo 
fato da menor noção de higiene pessoal e contato próximo com os familiares.  
A análise filogenética das amostras positivas para hMPV detectadas neste 
estudo, mostraram que as cepas que circularam nos pacientes pediátricos e nos 
adultos foram similares, bem como entre os pacientes ambulatoriais e hospitalares, 
indicando que o subtipo circulante em um dado momento do ano é o mesmo em 
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toda a população, podendo-se sugerir que os casos diagnosticados neste estudo 
trataram-se de infecções adquiridas na comunidade. 
A padronização de um protocolo molecular, utilizado hoje de rotina no 
laboratório de virologia do HC-UFPR, para a detecção do hMPV, permitiu determinar 
a prevalência local deste vírus, conseqüentemente diminuindo o número de casos 
de IRA sem patógeno conhecido associado. Adicionalmente, este diagnóstico 
possibilitou o conhecimento das faixas etárias mais acometidas e formas de 
evolução clínica desta infecção. A determinação do agente etiológico das infecções 
respiratórias proporciona ao médico, informações fundamentais que orientarão a 
conduta terapêutica.  
Atualmente os pacientes internados com infecções respiratórias graves 
utilizam antibióticos de amplo espectro e por tempo prolongado, gerando altos 
custos ao serviço, assim como contribuindo para a seleção de cepas bacterianas 
multirresistentes. Definir um agente viral como o responsável pelo quadro infeccioso 
permite ao médico a retirada dos antimicrobianos ou a redução de tempo de uso, 
conseqüentemente diminuindo os custos do internamento. 
Este estudo forneceu à instituição um conhecimento prévio da morbidade, 
sazonalidade, bem como variabilidade genética dos hMPVs que estão circulando na 
cidade de Curitiba. Essas informações forneceram subsídios para o controle de 
disseminação do vírus, principalmente em unidades fechadas dentro do hospital. 
Este conhecimento também é estendido a outros hospitais e aos serviços públicos 
de vigilância epidemiológica, contribuindo com dados para a prevenção desta 
infecção, conhecimento da população mais acometida pelo vírus e fornecimento de 
subsídios para o desenvolvimento de vacinas, de modo a prevenir infecções 
respiratórias graves.  
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8  CONCLUSÃO 
 
 
- A metodologia padronizada de RT-PCT para detectar o gene N do hMPV permitiu a 
análise retrospectiva das amostras de ANF coletadas entre os anos de 2006 a 
2008, com um limite de detecção de 180 cópias/reação e sem reação cruzada 
com outros vírus respiratórios testados; 
- Não foi conseguido isolar o hMPV em cultivo celular, tanto pelo método 
convencional quanto pela centrifugação rápida em linhagens de LLC-MK2 e     
HEp-2; 
- O seqüenciamento nucleotídico a partir das amostras positivas para hMPV permitiu 
a caracterização genética do vírus, sendo subtipados 83% destes e identificados 
os subtipos A1, A2a, B1 e B2. A metodologia de PCR-RFLP permitiu a subtipagem 
de 8,2% das amostras positivas para hMPV, sendo identificados os subtipos A2a e 
B2. O resultado dos dois métodos de subtipagem utilizados foi coincidente;  
- Entre os anos de 2006 a 2008 circularam os dois genótipos do hMPV, observou-se 
uma mudança anual entre o subtipo predominante. No ano de 2006 circularam os 
subtipos A1 e B2, em 2007 os subtipos B1 e B2 e em 2008 o subtipo A2a; 
- O vírus circulou em dois momentos no ano: um no outono e outro no inverno e 
início da primavera, o que correlaciona com meses de baixas temperaturas e 
chuvas na cidade de Curitiba (PR);  
- O hMPV esteve presente em 4,8% dos pacientes com IRA estudados, sendo 
encontrado em 4,0% dos pacientes pediátricos hospitalizados no HC-UFPR, 4,6% 
dos pacientes imunossuprimidos submetidos à TCTH no HC-UFPR e em 5,9% dos 
pacientes ambulatoriais participantes do programa de vigilância epidemiológica do 
vírus influenza. O hMPV foi encontrado em todas as faixas etárias; 
- Os pacientes hospitalizados com menos de 6 meses de idade infectados pelo 
hMPV desenvolveram infecção nas vias aéreas inferiores (broncopneumopatias). 
A maioria dos pacientes imunossuprimidos e ambulatoriais apresentaram 
manifestações clínicas apenas no trato respiratório superior; 
- Não se observou correlação entre o subtipo viral e gravidade da infecção nas 
amostras analisadas. 
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- A introdução da metodologia de biologia molecular como técnica de rotina para a 
pesquisa do hMPV e sua subtipagem por um maior número de anos consecutivos 
permitirá uma melhor compreensão da alternância entre genótipos/subtipos ao 
longo dos anos, bem como conhecer a dinâmica desta infecção viral em nossa 
comunidade. 
- Padronização de metodologias sensíveis para subtipagem do vírus, como SSCP ou 
PCR em tempo real utilizando as amostras detectadas neste estudo, permitirão 
reduzir o custo da subtipagem e o sua aplicação no diagnóstico laboratorial. 
- Ampliar a pesquisa do hMPV incluindo os pacientes adultos hospitalizados por IRA 
em diferentes unidades clínicas, tal análise fornecerá informações importantes 
para determinar o risco desta infecção progredir para complicações no trato 
respiratório inferior nesta faixa etária. 
- Introduzir a metodologia molecular (RT-PCR e PCR) para o diagnóstico laboratorial 
dos outros vírus respiratórios, tais como: FLU A, FLU B, AdV, hRSV, PIV 1, 2 e 3, 
bem como incluir a detecção do bocavírus humano, coronavírus humano e 
rinovírus humano, nas amostras analisadas permitirá determinar a incidência real 
de cada um dos vírus, bem como dos casos de co-infecção viral. 
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APÊNDICE 1 
 
 
 
PROTOCOLO METAPNEUMOVIRUS HUMANO 
 
N AMOSTRA DATA- N 
POSIÇAO GEL 
DATA- 
N 
 
POSIÇAO GEL 
DATA- 
1  1  1  
2  2  2  
3  3  3  
4  4  4  
5  5  5  
6  6  6  
7  7  7  
8  8  8  
9  9  9  
10  10  10  
11  11  11  
12  12  12  
13  13  13  
14  14  14  
  
*DNA e RNA extraido em ______________________________________________ 
Método_____________________________________________________________ 
Tecnico_____________________________________________________________ 
 
* MIX cDNA – Enzima:_________________________________________________ 
Data - ___________________________ Técnico - __________________________ 
 
*PCR realizado em - ____________________  Técnico -______________________ 
PCR Master Mix 
Reagente PCR (2,5 µL do cDNA) 
1 x 94°C – 3’ 
50 x 94°C – 45” 
50°C – 30” 
72°C – 1’ 
2 Hold 72°C – 10’  
            4°C - ∞ 
 
H2O 10,9 µL X _________= 
10x Buffer 2,5 µL      X _________= 
MgCl2 0,75 µL X __________= 
2,5 dntp’s 5 µL X __________= 
Primer hMPV F+ (5pmol/µL) 1µL X ___________ = 
Primer hMPV R - (5pmol/µL) 1µL X ___________ = 
Primer PRV1+ (10pmol/ µL) 0,5 µL x ___________= 
Primer PRV1- (10pmol/ µL) 0,5 µL x ___________= 
TAQ polimerase 0,35 µL X __________ = 
Volume final 25 µL (22,5 µL MIX + 2,5 µL do cDNA) 
• Analisar em gel de agarose a 1% com Brometo de Etidium. 
• Aplicar no gel: 5µL amostra + 4µL H2O + 1µL Tampão de amostra. 
• Peso molecular: 1 Kb Plus 10µL (pronto para uso). 
• Corrida 100V, por 45’ 
• Produto Esperado: 928pb 
 
HOSPITAL DE CLÍNICAS 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÃ 
SERVIÇO DE ANÁLISES CLÍNICAS 
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APÊNDICE 2 
 
 
FORMULÁRIO DE COLETA DE DADOS CLÍNICOS EPIDEMIOLÓGICOS           (1/2) 
PACIENTES PEDIÁTRICOS 
 
I – IDENTIFICAÇÃO: 
Nome da criança: __________________________________________________________ 
Registro HC: |__|__|__|__|__|__|__|__| 
Registro Virologia: |__|__|__|__|__|__|__|   Sexo: F |__| M |__|     Vivo |__| Morto |__|     
Data do nascimento: |__|__|-|__|__|-|__|__|__|__|  Idade: _____________ 
 
Data do inicio dos sintomas:             Data da coleta: 
|__|__|-|__|__|-|__|__|__|__|                 |__|__|-|__|__|-|__|__|__|__|      
Data do internamento:           Data da alta médica:             Tempo de internamento: 
|__|__|-|__|__|-|__|__|__|__|    |__|__|-|__|__|-|__|__|__|__|    ___________________ 
Diagnóstico da infecção Respiratória: 
_________________________________________________________________________ 
OBS:_____________________________________________________________________  
 
II - CARACTERÍSTICAS DO RN: 
1. Peso de nascimento |__|__||__|__I kg               |__| Desconhecido 
2. Idade gestacional: |__| Termo         |__| Pré-termo       |__| Desconhecido 
Semanas de gestação: ____________________  
3. Complicações no período neonatal: Sim |__|    Não |__|    Desconhecido |__|    
Quais:____________________________________________________________________ 
4. Uso de TARV no período neonatal:  Sim  |__|     Não  |__|    Desconhecido  |__|    
Droga: ___________     Duração:  |___| semanas   
5. Aleitamento materno:  Sim  |__|    Não  |__|     Desconhecido  |__|    
Se sim, quanto tempo: _______ Semanas   |__|     Meses  |__| 
6. Testes diagnósticos para o HIV realizados: 
__________________________________________________________________________
_________________________________________________________________________ 
7. Período total de acompanhamento da criança até a definição da situação de infecção 
pelo HIV: _________________ Semanas   |__|     Meses  |__| 
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(2/2) 
III -  MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS, EXAMES COMPLEMENTARES E TRATAMENTO: 
|_| Anorexia        |_| Apnéia         |_| Cianose       |_| Conjutivite       |_| Diarréia     
|_| Dispnéia        |_| Esforço respiratório              |_| Febre               |_|  Gemência 
|_|  Otite              |_|  Rash cutâneo                     |_| Respiração sibilosa  
|_|  Taquipnéia   |_| Tosse           |_|  Vômitos     
|_|  Outros: ________________________________________________________________ 
Freqüência cardíaca: ___________________ Freqüência respiratória: _______________ 
Saturação O2 ar atmosférico: _________________ 
 
Classificação clínica/imunológica da criança:  
Imunocompetente |__|Imunossuprimido |__| 
 
Presença de fatores de risco:  
|__| Prematuridade |__|Brocodisplasia |__| Doenças cardíacas |__| Tabagismo passivo 
__________________________________________________________________________ 
Unidade de internamento: 
|__| UTI   |__|berçário   |__|emergência   |__|clinica pediátrica   |__|outra: _______________ 
 
Antibioticoterapia: |__| sim |__| não  tempo: ________ Princ. Ativo: ___________________ 
Broncodilatador: |__| sim |__| não  tempo: ________ Princ. Ativo: ____________________ 
Corticóide: |__| sim |__| não  tempo: ________ Princ. Ativo: _________________________ 
Inalação: |__| sim |__| não  tempo: ________ 
Oxigenioterapia: |__| sim |__| não  tempo: ________ 
Respiração assistida: |__| sim |__| não  tempo: ________ 
Rx de tórax: _______________________________________________________________ 
TAC tórax: ________________________________________________________________ 
Hemograma:_______________________________________________________________
__________________________________________________________________________ 
Gasometria arterial: ________________________________________________________ 
Hemocultura:______________________________________________________________ 
Evolução: |_|  cura |_| óbito  
Complicações:  ____________________________________________________________ 
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APÊNDICE 3 
 
 
FORMULÁRIO DE COLETA DE DADOS CLÍNICOS EPIDEMIOLÓGICOS   (1/2) 
PACIENTES DAS UNIDADES DE TCTH 
 
I – IDENTIFICAÇÃO: 
Nome do paciente: ___________________________________________________ 
Registro HC: |__|__|__|__|__|__|__|__|             Sexo: F |__|  M |__|              
Registro Virologia: |__|__|__|__|__|__|__|__|        Nº TMO: |__|__|__|__|__|__|__|__|    
Data do nascimento: |__|__|-|__|__|-|__|__|__|__|  Idade: _____________________ 
Vivo  |__|  Morto |__|         
 
Data do inicio dos sintomas:             Data da coleta: 
|__|__|-|__|__|-|__|__|__|__|                 |__|__|-|__|__|-|__|__|__|__|      
Data do internamento:           Data da alta médica:          Tempo de internamento: 
|__|__|-|__|__|-|__|__|__|__|    |__|__|-|__|__|-|__|__|__|__| ____________________ 
Diagnóstico da Infecção respiratória:  
___________________________________________________________________ 
OBS:_______________________________________________________________  
 
II – DADOS SOBRE O TRANSPLANTE 
Doença de Base: _____________________________________________________ 
Imunossupressão/Tratamento 
Condicionamento: ____________________________________________________ 
Data início da imunossupressão / tratamento: |__|__|-|__|__|-|__|__|__|__| 
Profilaxia DECH: _____________________________________________________ 
Data do transplante: |__|__|-|__|__|-|__|__|__|__| 
Data da alta da Unidade de isolamento de TCTH: |__|__|-|__|__|-|__|__|__|__| 
Tipo de transplante:  
Autólogo |__|Alogênico |__| _______________________ 
Aparentado|__|Não aparentado |__| ________________ 
Período pós transplante do início dos sintomas: __________________________ 
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(2/2) 
III - MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS, EXAMES COMPLEMENTARES E 
TRATAMENTO:  
 
|_| Anorexia     |_| Apnéia       |_| Cefaléia      |_|Cianose     |_| Conjutivite   |_| Coriza            
|_| Diarréia          |_| Dispnéia        |_| Esforço respiratório                |_| Faringite        |_| Febre  
|_| Gemência      |_| Mialgia           |_| Otite               |_| Rash cutâneo   
|_| Respiração sibilosa                   |_| Taquipnéia    |_|Tosse           |_| Vômitos 
|_| Outros: ______________________________________________________________ 
 
Antibioticoterapia: |__| sim |__| não  tempo: ________ Princ. Ativo: ___________________ 
Broncodilatador: |__| sim |__| não  tempo: ________ Princ. Ativo: ____________________ 
Corticóide: |__| sim |__| não  tempo: ________ Princ. Ativo: _________________________ 
Inalação: |__| sim |__| não  tempo: ________ 
Oxigenioterapia: |__| sim |__| não  tempo: ________ 
Respiração assistida: |__| sim |__| não  tempo: ________ 
Rx de tórax: _______________________________________________________________ 
TAC tórax: ________________________________________________________________ 
Hemograma:_______________________________________________________________
__________________________________________________________________________ 
Gasometria arterial: ________________________________________________________ 
Hemocultura:______________________________________________________________ 
Evolução: |_| cura |_| óbito  
Complicações:  ____________________________________________________________ 
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APÊNDICE 4 
 
 
FORMULÁRIO DE COLETA DE DADOS CLÍNICOS EPIDEMIOLÓGICOS            (1/1)  
PACIENTES AMBULATORIAIS 
 
I – IDENTIFICAÇÃO: 
Nome: ____________________________________________________________________ 
Registro Virologia: |__|__|__|__|__|__|__|   Sexo: F |__| M |__|     Vivo |__| Morto |__|     
Data do nascimento: |__|__|-|__|__|-|__|__|__|__|  Idade: _____________ 
 
Unidade Básica de Saúde: __________________________________________________ 
Data do inicio dos sintomas:             Data da coleta: 
|__|__|-|__|__|-|__|__|__|__|                 |__|__|-|__|__|-|__|__|__|__|      
 
Comorbidades: ____________________________________________________________ 
|__| Prematuridade |__|Doença Pulmonar  |__| Doenças cardíacas |__| Tabagismo passivo 
 
II - MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS, EXAMES COMPLEMENTARES E 
TRATAMENTO:  
|_| Anorexia     |_| Apnéia       |_| Cefaléia      |_|Cianose     |_| Conjutivite   |_| Coriza            
|_| Diarréia          |_| Dispnéia        |_| Esforço respiratório                |_| Faringite        |_| Febre  
|_| Gemência      |_| Mialgia           |_| Otite               |_| Rash cutâneo   
|_| Respiração sibilosa                   |_| Taquipnéia    |_|Tosse           |_| Vômitos 
|_| Outros: ______________________________________________________________ 
 
Antibioticoterapia: |__| sim |__| não  tempo: ________ Princ. Ativo: ___________________ 
Broncodilatador: |__| sim |__| não  tempo: ________ Princ. Ativo: ____________________ 
Corticóide: |__| sim |__| não  tempo: ________ Princ. Ativo: _________________________ 
Inalação: |__| sim |__| não  tempo: ________ 
Rx de tórax: _______________________________________________________________ 
Hemograma:_______________________________________________________________ 
Internamento: |__| sim |__| não  tempo: ________ 
Diagnóstico da infecção Respiratória: 
_________________________________________________________________________ 
OBS: 
__________________________________________________________________________ 
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APÊNDICE 5 
 
 
RESULTADOS DA SUBTIPAGEM DAS AMOSTRAS POSITIVAS PARA hMPV 
SUBMETIDAS AO SEQÜENCIAMENTO GENÉTICO PARCIAL DOS GENES N 
E/OU F. 
 
Nº 
amostra 
Método 
Purificação 
Quantificação 
DNA (ng/µL) 
Gene 
seqüenci
ado 
Tamanho 
da 
seqüência 
obtida 
Nº Genbank 
 
Subtipagem 
hMPV 
 
488/06 N: Pure LinkTM 
F: NucleoSpin® 
 
N: 0,54 
F: 13,5 F 277 pb HM124479 A1 
1820/06 N: Pure LinkTM 
F: NP 
 
N: 10,32 
F: NQ N 249 pb HM173093 B2 
2387/06 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 79,8 F 423 pb HM124483 B2 
2410/06 N: Pure LinkTM 
F: NucleoSpin® 
 
N: 1,34 
F: 11,68 F 347 pb HM124480 A1 
2572/06 N: NP 
F: Pure LinkTM  
N: NQ 
F: 0,52 F 
Nenhuma 
seqüência 
obtida 
  
2665/06 N: Pure LinkTM 
F: NucleoSpin® 
 
N: 0,65 
F: 14,17 F 353 pb HM124481 A1 
2681/06 N: NucleoSpin® 
F: NP 
 
N: 21,24 
F: NQ N 366 pb HM124519 B2 
2740/06 N: NucleoSpin® 
F: NucleoSpin® 
 
N: 11,71 
F: 16,56 N 297 pb HM124521 B2 
2835/06 N: NP 
F: Pure LinkTM  
N: NQ 
F: 0,63 
 
F 
Nenhuma 
seqüência 
obtida 
  
2885/06 N: NucleoSpin® 
F: NucleoSpin® 
 
N: 3,63 
F: 11,03 F 295 pb HM124482 A1 
2894/06 N: NucleoSpin® 
F: NP 
 
N: 33,40 
F: NQ N 364 pb HM124520 B2 
2961/06 N: NucleoSpin® 
F: NP 
 
N: 12,66 
F: NQ N 476 pb HM124518 A1 
3261/06 N: NP 
F: Pure LinkTM  
N: NQ  
F: 1,69 
 
F 
Nenhuma 
seqüência 
obtida 
  
      Continua 
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     Continuação 
Nº 
amostra 
Método 
Purificação 
Quantificação 
DNA (ng/µL) 
Gene 
seqüenci
ado 
Tamanho 
da 
seqüência 
obtida 
Nº Genbank 
 
Subtipagem 
hMPV 
 
3397/06 N: NP   
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 32,3 F 447 pb HM124484 B2 
741/07 N: NucleoSpin® 
F: NucleoSpin® 
 
N: 1,54 
F: 10,53 F 250 pb HM124485 B2 
749/07 N: NP 
F: Pure LinkTM  
N: NQ  
F: 1,32 F 
Nenhuma 
seqüência 
obtida 
  
751/07 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F:10,68 F 298 pb HM124486 B2 
752/07 N: Pure LinkTM 
F: NucleoSpin® 
 
N: 1,26 
F: 12,71 F 331 pb HM124487 B2 
1044/07 N: Pure LinkTM 
F: NucleoSpin® 
 
N: 2,38 
F: 10,83 F 360 pb HM124488 B2 
1053/07 N: NucleoSpin® 
F: NP 
 
N: 7,72 
F: NQ N 389 pb HM124523 B2 
1076/07 N: Pure LinkTM 
F: NucleoSpin® 
 
N: 2,23 
F: 10,37 F 324 pb HM124489 B2 
1174/07 N: NP  
F: Pure LinkTM 
 
N: NQ  
F: 1,55 
  
F 
Nenhuma 
seqüência 
obtida 
  
1198/07 N: Pure LinkTM 
F: NucleoSpin® 
 
N: 1,55 
F: 8,65 F 320 pb HM124490 B2 
1201/07 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 4,93 F 412 pb HM124491 B2 
1209/07 N: Pure LinkTM 
F: NucleoSpin® 
 
N: 1,29 
F: 17,60 F 336 pb HM124492 B2 
1291/07 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 10,62 F 220 pb HM124493 B2 
1462/07 N: NucleoSpin® 
F: NucleoSpin® 
 
N: 22,07 
F: 2,09 
 
N 182 pb HM173094 B2 
1473/07 N: NucleoSpin® 
F: NP 
 
N: 22,08 
F: NQ 
 
N 196 pb HM124524 B2 
      Continua 
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     Continuação 
Nº 
amostra 
Método 
Purificação 
Quantificação 
DNA (ng/µL) 
Gene 
seqüenci
ado 
Tamanho 
da 
seqüência 
obtida 
Nº Genbank 
 
Subtipagem 
hMPV 
 
1503/07 N: Pure LinkTM 
F: NucleoSpin® 
 
N: 0,97 
F: 3,05 
 
F 315 pb HM124496 B1 
1504/07 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 3,88 
 
F 385 pb HM124494 B2 
1545/07 N: NP 
F: NucleoSpin® 
N: NQ 
F: 5,22 
 
F 286 pb HM124497 B1 
1573/07 N: NucleoSpin® 
F: NucleoSpin® 
 
N: 1,57 
F: 4,13 
 
F 239 pb HM124498 B1 
1606/07 N: Pure LinkTM 
F: NucleoSpin® 
 
N: 4,77 
F: 12,62 
 F e N 
F: 335 pb 
N: 367 pb 
F: 
HM124499 
N: 
HM124522 
B1 
1608/07 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 11,02 
 
F 287 pb HM124500 B1 
1620/07 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 8,36 
 
F 251 pb HM124501 B1 
1622/07 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 9,36 
 
F 287 pb HM124502 B1 
1623/07 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 10,74 
 
F 330 pb HM124503 B1 
1625/07 N: NP  
F: Pure LinkTM 
 
N: NQ 
F: 0,84 
 
F 
Nenhuma 
seqüência 
obtida 
  
1626/07 N: NucleoSpin® 
F: NucleoSpin® 
 
N: 8,97 
F: 19,04 
 
F 352 pb HM124504 B1 
1720/07 N: NP  
F: Pure LinkTM 
 
N: NQ 
F: 0,52 
 
F 
Nenhuma 
seqüência 
obtida 
  
1725/07 N: NP  
F: Pure LinkTM 
 
N: NQ  
F: 0,67 
 
F 
Nenhuma 
seqüência 
obtida 
  
2400/07 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 8,97 
 
F 343 pb HM124505 B1 
2562/07 N: NP  
F: Pure LinkTM 
 
N: NQ 
F: 1,26 
 
F 
Nenhuma 
seqüência 
obtida 
  
      Continua 
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     Continuação 
Nº 
amostra 
Método 
Purificação 
Quantificação 
DNA (ng/µL) 
Gene 
seqüenci
ado 
Tamanho 
da 
seqüência 
obtida 
Nº Genbank 
 
Subtipagem 
hMPV 
 
2581/07 N: Pure LinkTM 
F: NucleoSpin® 
 
N: 1,15 
F: 5,33 
 
F 325 pb HM124506 B1 
2590/07 N: NucleoSpin® 
F: NucleoSpin® 
 
N: 4,65 
F: 9,10 
 F e N 
F: 380 pb 
N: 213 pb 
F: 
HM124495 
N: 
HM124525 
B2 
2591/07 N: NucleoSpin® 
F: NP 
N: 8,42 
F: NQ 
 
N 302 pb HM173095 B2 
2592/07 N: NucleoSpin® 
F: NP 
 
N: 25,54 
F: NQ 
 
N 364 pb HM124526 B2 
2631/07 N: Pure LinkTM 
F: NP 
 
N: 4,62 
F: NQ 
 
N 354 pb HM173096 B2 
2632/07 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 7,34 
 
F 366 pb HM124507 B1 
2633/07 N: NucleoSpin® 
F: NP 
 
N: 12,48 
F: NQ 
 
N 215 pb HM124527 B2 
2987/07 N: Pure LinkTM 
F: NucleoSpin® 
 
N: 2,67 
F: 11,32 
 
F 351 pb HM124508 B1 
161/08 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 16,72 
 
F 229 pb HM124509 A2a 
163/08 N: NucleoSpin® 
F: NucleoSpin® 
 
N: 2,59 
F: 16,72 
 
F 296 pb HM124510 A2a 
171/08 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 14,97 
 
F 446 pb HM124511 A2a 
175/08 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 15,41 
 
F 433 pb HM124512 A2a 
836/08 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 10,42 
 
F 392 pb HM124513 A2a 
967/08 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 15,99 
 
F 290 pb HM124514 A2a 
1000/08 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 22,83 
 
F 320 pb HM124516 A2a 
      Continua 
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     Conclusão 
Nº 
amostra 
Método 
Purificação 
Quantificação 
DNA (ng/µL) 
Gene 
seqüenci
ado 
Tamanho 
da 
seqüência 
obtida 
Nº Genbank 
 
Subtipagem 
hMPV 
 
1113/08 N: NucleoSpin® 
F: NucleoSpin® 
 
N: 9,83 
F: 17,57 
 F e N 
F: 275 pb 
N: 341 pb 
F: 
HM124517 
N: 
HM124528 
A2a 
2311/08 N: NP 
F: NucleoSpin® 
 
N: NQ 
F: 27,10 
 
F 341 pb HM124515 A2a 
3124/08 N: NP  
F: Pure LinkTM 
 
N: NQ 
F: 2,38 
 
F 
Nenhuma 
seqüência 
obtida 
  
 
FONTE: O autor (2010) 
NOTA: N: produto de PCR para o gene N. 
F: produto de PCR do gene F. 
NP: O produto de PCR não foi purificado. 
NQ: Não foi realizada a quantificação do produto purificado. 
Pure LinkTM: Os fragmentos de DNA do tamanho esperado foram cortados do gel de agarose, 
extraídos e purificados com o Pure LinkTM Quick gel Extraction kit. 
NucleoSpin® :Os produtos de PCR foram purificados diretamente com o NucleoSpin® Extract 
II kit. 
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ABSTRACT 
 
The human metapneumovirus (hMPV), member of the Paramyxoviridae family, has 
been reported as an important agent involved with acute respiratory infections (ARI). 
The present study was aimed to identify hMPV as the etiological agent of ARI in 
hospitalized and outpatients in Curitiba city, Southern Brazil and describe clinical 
data of  hMPV subtyping. A retrospective study was performed in 1,572 respiratory 
samples over a period of three years. hMPV was detected by RT-PCR and subtyping 
was performed by nucleotide sequencing. hMPV was present in 61 (3.9%) samples 
and subtypes A1, A2a, B1 and B2 were detected. The incidence of hMPV was higher 
in outpatients (5.9%), whose median age was 8.3 years (range 6 months to 75 years 
old), than in inpatients (3.0%), whose median age was 7.6 months (range 1 month to 
26 years old). The outpatients had upper respiratory tract infection with flu like 
symptoms and all hospitalized children had lower respiratory tract infection. A 
pediatric patient died from complications associated with hMPV A2a infection. hMPV 
has been reported as a respiratory pathogen in all age groups. No correlation was 
observed between viral subtype and disease severity in the samples of this study.  
 
KEY WORDS: human metapneumovirus, subtypes, respiratory infection, hospitalized 
patients, outpatients. 
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INTRODUCTION 
 
Acute respiratory tract infections (ARI) are an important cause of morbidity 
and mortality in the world (Alto 2004, Kahn 2006). Nowadays, in Brazil and other 
countries, viruses have been frequently reported as etiologic agents of ARI (Alto 
2004, Costa et al. 2006, Tsuchiya et al. 2005). Tsuchyia et al. (2005), in a study in 
Curitiba, Paraná state, Southern Brazil, identified the most common respiratory 
viruses (Influenza A [FLU A], Influenza B [FLU B], respiratory syncytial virus [RSV], 
adenoviruses [AdV], human parainfluenza viruses 1, 2 and 3 [PIV1, 2 and 3]) as 
etiological agents in 30% of the specimens of respiratory tract infection in outpatients 
and hospitalized patients. However, in a great number of ARI the etiological agent is 
not determined (Thomazelli et al. 2007, Tsuchiya et al. 2005).  
Advances in epidemiologic surveillance and molecular biology have allowed 
the rapid recognition and identification of several newly emerging respiratory 
pathogens (Alto 2004, Kahn 2006). The human metapneumovirus (hMPV) was first 
described in 2001, in the Netherlands, and was classified in Paramyxoviridae family 
(van den Hoogen et al. 2001). Sequence analysis of isolates identified two main 
genotypes of hMPV, A and B, with the subtypes A1, A2a, A2b, B1 and B2 (Gray et al. 
2006, Huck et al. 2006).  
hMPV has been associated with respiratory disease in several countries 
throughout the world (Bastien et al. 2003, Cuevas et al. 2003, Debur et al. 2007, 
Ebihara et al. 2004, Esper et al. 2003, Freymouth et al. 2003, Gray et al. 2006, Howe 
2002, Madhi et al. 2003, Maggi et al. 2003, Mirazo et al. 2005, Peiris et al. 2003). The 
epidemiological characteristics of hMPV infection include respiratory impairment, 
particularly in children, elderly and immunocompromised patients (van den Hoogen 
165 
 
et al. 2004) with clinical symptoms that cannot be distinguished from those 
associated with other respiratory virus diseases, and may cause from upper 
respiratory tract infection to bronchiolitis and pneumonia (Boivin et al. 2002).  
Common laboratory methods for diagnosis of respiratory viruses, such as tissue 
culture and antigen-based assay, have shown low sensitivity and specificity to detect 
hMPV, whereas molecular assay, RT-PCR, was the first method selected to detect 
this virus (Calico et al. 2009, Mackay et al. 2003).  
This study was aimed to present demographic and clinical data from inpatients 
and outpatients with respiratory infections caused by hMPV subtypes. 
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MATERIAL AND METHODS 
 
SAMPLES 
We have analyzed nasopharyngeal aspirates (NPA) from patients with 
respiratory clinical manifestation admitted to the Teaching Hospital of the Federal 
University of Paraná (HC-UFPR) and in primary healthcare units that were included 
in the National Influenza Protocol (Influenza Surveillance Program), in Curitiba, State 
of Paraná, in southern Brazil, in the period of 2006 to 2008.  
The study samples from the hospitalized patients of HC-UFPR were obtained 
from those admitted to different clinical units, such as the Hematopoietic Stem Cell 
Transplantation (HSCT) and Pediatrics (semi-intensive and intensive care) units to 
treat acute respiratory tract infections. The samples from outpatients were obtained 
from those assisted in the primary health care units and included in the National 
Influenza Protocol with ‘flu-like’ clinical manifestations (fever, cough, wheeze, 
dyspnea, otalgia, myalgia) and the three selection criteria were fever, at least one of 
the respiratory manifestations and one clinical manifestation.    
The NPA were obtained by aspiration, as described by Gardner and McQuillin 
(1968). The samples were maintained in a transport medium (Tryptose phosphate 
buffer enriched with gelatin) and transported on ice to the virology laboratory. The 
NPA samples were processed to detect the most common viral antigens, such as 
RSV, FLUA, FLUB, AdV and PIV, by indirect immunofluorescence assay (IFA) as 
previously described (Cox et al. 1998), using commercially available monoclonal 
antibodies (Chemicon International Inc., Temecula, CA). Aliquots of the sample in 
transport medium were stored at -70ºC for RT-PCR assay to detect hMPV. 
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DETECTION OF hMPV N GENE 
Samples added to 1 mL of viral transport medium kept at –70ºC were used 
for RNA extraction. Total RNA was extracted using the buffer containing guanidine 
thiocyanate as previously described (Casas et al. 1995). Five hundred copies of 
pseudorabies virus (PRV) were added to the extraction buffer as internal control. 
Complementary DNA (cDNA) was produced using specific N1 primer (5’ - 
ATGGGGACAAGTGAAAATGTC - 3’) and the Superscript II RT enzyme (Invitrogen, 
Life Technologies), incubated for 60 min at 42ºC, accordingly to manufacturer’s 
instructions. cDNA was amplified to detect a 928bp conserved region of 
nucleoprotein (N) gene (positions 112–1040nt, based on AY297749 sequence). Two 
microliters of cDNA were used for a 25 µL reaction containing the following: 2.5 µL 
10x PCR buffer minus Mg (INVITROGEN, Life Technologies, Carlsbad, CA), 0.75 µL 
of 50 mM MgCl2 (INVITROGEN, Life Technologies, Carlsbad, CA), 5 µL of 2.5 mM 
dNTPs, 10 pmol of PRV1- (5’ - ATGACGCCGATGTACTTCTTCTT - 3’), 10 pmol of 
PRV1+ (5’ – CGCGTGGTCTACGGGGACACGGA - 3’), 5 pmol of N2 (5’ – 
GAGTCTCAGTACACAATAA – 3’), 5 pmol of N3 (5’ – GCATTTCCGAGAACAACAC - 
3’) primers,21 1.25 U of Taq Polymerase (INVITROGEN, Life Technologies, Carlsbad, 
CA) and completed with RNase free distilled water. Cycling conditions were as 
follows: an initial denaturation step at 94ºC for 3 min, followed by 50 cycles at 94ºC 
for 45 s, 50ºC for 30 s, and 72ºC for 1 min, and a final extension at 72ºC for 10 min. 
PCR products were analyzed by electrophoresis in 1% agarose gel stained with 
ethidium bromide (modified from Mirazo et al.,  2005). For reference and quality 
control, water was included as a negative control, and a positive control was 
generated in the study described by Debur et al. (2007).  
RT-PCR was performed in duplicate and samples were considered to be 
positive if both reactions were positive. 
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DETECTION OF F GENE OF hMPV 
The positive samples detected by amplification of N gene were submitted to 
amplification of Fusion (F) gene to perform hMPV subtyping by genome sequencing.  
RNA extracted as described above was reverse transcribed using the 
Superscript II RT enzyme (INVITROGEN, Life Technologies) and a Randon primer 
hexamers (Amersham Pharmacia Biotech). cDNA was amplified to detect a 450bp of 
the F gene (positions 3728-4168nt, based on sequence AY297749). Two microliters 
of cDNA were used for a  25 µL reaction containing the following: 2.5 µL 10x PCR 
buffer minus Mg (INVITROGEN, Life Technologies, Carlsbad, CA), 0.75 µL of 50 mM 
MgCl2 (INVITROGEN, Life Technologies, Carlsbad, CA), 4 µL of 2.5 mM dNTPs, 10 
pmol of FF1 (5’ - CWTTRGACYTAATGACWGATG - 3’), 10 pmol of RR1 (5’ – 
GTCTTCCTGTGCTRACTTTG - 3’) primers (Kaida et al. 2006), 1.25 U of Taq 
Polymerase (INVITROGEN, Life Technologies, Carlsbad, CA) and completed with 
RNase free distilled water. Cycling conditions were as follows: an initial denaturation 
step at 94ºC for 3 min, followed by 35 cycles at 94ºC for 45 s, 55ºC for 30 s, and 
72ºC for 45 s, and a final extension at 72ºC for 10 min. PCR products were analyzed 
by electrophoresis in a 1% agarose gel stained with ethidium bromide. For reference 
and quality control, water was included as a negative control and a positive sample 
confirmed by N amplification, as described above.  
 
SEQUENCE COMPARISONS AND PHYLOGENETIC RELATIONSHIP 
Purified PCR products obtained by N and/or F amplification were directly 
submitted to an automated nucleotide sequence with BigDye Terminator v3.1 Cycle 
sequencing kit in an ABI genetic analyzer 3130 (Applied Biosystems Inc., CA). The 
obtained sequences were submitted to GenBank (accession numbers:  HM124479-
HM124528 and HM173093-HM173096) and were analyzed with complete F and/or N 
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sequences from GenBank database with following accession numbers: EU857607, 
EU857582, EU857572, EU857573, EU857548, EU857544, EU857553, EU857551, 
EU857566, EU857564 for gene F, as described by Yang et al. (2009) and  
AY145285, AY145281, AY145280, AY145279, AY145274, AF371337, AY145277, 
AY525843, EU179266, AY145276, AY530095, AY145272, AY145276  for gene N, as 
described by Huck et al. (2006) and as outgroup an avian metapneumovirus type C 
(APVC) EF199771 and EF199772 for gene F and  AY590688 for gene N. 
Sequences were aligned with ClustalW software and analyzed by 
similarity/identity calculating using BioEdit Sequence Alignment Editor software, v. 
7.0.0 and by the bootstrap neighbor-joining method (2,000 replicates) using the 
complete deletion and Kimura-2 parameters of the MEGA software package, v.4 
(Kumar et al. 2004). 
 
CLINICAL DATA 
Demographic and clinical data were obtained from medical records and 
compared with subtyping results using Excel Microsoft. Statistical analyses were 
carried out using the Chi-square test or Fisher’s exact test and were performed using 
Graph Pad Prism version 3.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego, 
California USA. In all the analyses, a value of p<0.05 was considered statistically 
significant.  
 
ETHICS 
The study was approved by the Committee on the Ethics of Research on 
Human Beings of the HC-UFPR (reference number: 0035.0.208.000-06). 
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RESULTS 
 
It was enrolled in the study 1,572 NPA samples collected in the 2006-2008 
period.  The study involved 445, 527 and 600 samples collected respectively from 
2006 to 2008. It was analyzed  723 (723/1572 – 46.0%) samples from pediatric 
hospitalized patients, 356 (356/1572 – 22.6%) from patients submitted to HSCT and 
493 (493/1572 – 31.4%) from outpatients. A predominance of male patients 
(796/1572 – 50.6%) from all clinical units (p=0.25) was observed in the sample.  
RT-PCR assay for detection of hMPV N gene was performed in all samples. 
61 (3.9%) positive samples were detected. Figure 1 shows the clinical unit 
distribution of the analyzed samples and hMPV positivity. The incidence of hMPV 
infection was higher in outpatients (29/493 - 5.9%) than inpatients (32/1079 – 3.0%) 
(p=0.0072).  The age of the hMPV infected patients varied in the clinical units 
studied, as shown in Figure 1. hMPV was more incident in patients under 5 years 
(39/61 – 63.9%) (p=0.0093). Most (36/61 – 59.0%) hMPV infected patients were 
female individuals (p=0.08). 
The incidence by year of hMPV was 3.1% (14/445), 7.0% (37/527) and 1.7% 
(10/600), respectively, for 2006 to 2008 (Table I). Most samples of hMPV detected in 
2007 were obtained from outpatients (23/37 – 62.2%). Viral co-infections were found 
to occur mainly in children (12/16 – 75%) with the mean age of 4.8 ± 3.6 months. The 
viruses detected as co-infections were RSV (7/16 – 43.7%), FLU A (4/16 – 25%), 
PIV3 (2/16 – 12.5%), AdV (2/16 – 12.5%) and FLU B (1/16 – 6.25%).  Only one 
patient (27 day old) co-infected with RSV was hospitalized in intensive care unit for 
11 days because of bronchiolitis. Most pediatric hospitalized patients (14/24 - 58%) 
were breastfed until the time of infection or 6 months of age. Among the children that 
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were co-infected with others viruses, only the 6 month-old children co-infected with 
AdV have not been breastfed. 
 
GENOTYPING 
Nucleotide sequences were obtained from 51 (51/61 – 83.6%) hMPV positive 
samples. The best PCR product was selected to submit to partial genome 
sequencing of F and/or N gene in order to determine the hMPV subtype. Thirty-nine 
samples were sequenced for F gene and fifteen samples were sequenced for N 
gene. Only in three samples both genes were sequenced.  11 (11/14 – 78.6%) 
samples from 2006, 31 (31/37 – 83.8%) samples from 2007 and 9 (9/10 – 90%) 
samples from 2008 were sequenced. 
hMPV subtype A1 was found in 5 (5/51 – 9.8%), A2a in 9 (9/51 – 17.6%), B1 
in 13 (13/51 – 25.5%) and B2 in 24 (24/51 – 47.1%) samples. Subtypes A1, A2a, B1 
and B2 showed, respectively, 95-99%, 96-99%, 92-99% and 94-99% of nucleotide 
similarity with the reference sequences for each previously described subtypes (data 
not shown). These results and the high bootstrap values in the phylogeny tree 
confirm the detected subtypes (Fig. 2). 
Figure 3 shows the distribution of the hMPV positive samples throughout the 
entire 3 year study period. It was found that hMPV circulated throughout the year with 
two annual peaks, one in autumn and another in late winter and spring. A higher 
incidence of hMPV (18/37 – 48.6%) was observed in May and June 2007. All 
genotypes (A and B) of hMPV were detected in the three years of the study. In 2006 
and 2007 two hMPV subtypes co-circulated per year (A1/B2 and B1/B2, 
respectively). In 2008 only one subtype was detected (A2a). Subtype B2 showed 
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higher circulation in the study period. The most common subtype within a one year 
period was found in both inpatients and outpatients. 
 
CLINICAL FINDINGS 
Some respiratory symptoms frequently reported in pediatric patients were: 
dyspnea (20/22 – 90.9%), cough (19/22 – 86.3%), tachypnea (17/22 – 77.3%), fever 
(12/22 – 54.2%), wheeze (12/22 – 54.2%), cyanosis (11/22 – 50%), vomiting (11/22 – 
50%), apnea (5/22 – 22.7%), rhinorrhea (4/22 – 18.2%) and diarrhea (2/22 – 9.1%). 
Pulse oximetry and pCO2 mean values at the moment the patients were admitted to 
hospital were 81.1 ± 11.6% and 39.6 ± 13.8 mmHg, respectively. Oxygen therapy 
was used in 20 (20/22 – 90.9%) hMPV infected patients for an average 8.2 ± 6.6 
days. Mechanical ventilation was necessary in 5 (5/22 – 22.7%) for an average 9.5 ± 
1.0 days. Antibiotic therapy was used in 12 (12/22 – 54.5%) for an average 10.5 ± 6.8 
days. Bronchodilator therapy was used in 16 (16/22 – 72.7%) for an average 5.5 ± 
2.7 days. Corticoid therapy was used in 8 (8/22 – 36.4%) for an average 5.0 ± 3.8 
days. The most common diagnosis given were bronchiolitis (6/22 – 27.3%), 
bronchopneumonia (4/22 – 18.2%), trachiobronchitis (4/22 – 18.2%), pneumonia 
(2/22 – 9.1%), laryngotracheobronchitis (1/22 – 4.5%), and acute respiratory 
insufficiency (1/22 – 4.5%). Among the hMPV positive children, 1 (1/22 – 4.5%) was 
premature and 7 (7/22 – 31.8%) were admitted to intensive care units. The duration 
of hospitalization of all positive patients ranged 2-84 days (median 11 days). 
Patients infected by hMPV and assisted in the primary healthcare had the 
following respiratory symptoms: rhinorrhea (24/29 – 82.8%), cough (23/29 – 79.3%), 
fever (22/29 – 75.9%), dyspnea (19/29 – 65.5%), headache (14/29 – 48.3%), myalgia 
(13/29 – 44.8%), pharyngitis (11/29 – 37.9%) and otalgia (6/29 – 20.7%). Antibiotic 
therapy was used in 9 (9/29 – 31.0%) patients for an average 9.0 ± 1.5 days. 
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Bronchodilator therapy was used in 2 (2/29 – 6.9%) patients for an average 4.0 ± 1.4 
days. Corticoid therapy was not necessary. Only 11 (11/29 – 37.9%) cases of hMPV 
infection related to a final diagnosis of respiratory condition were reported in the 
medical records, and the most frequent ones were: sinusitis (5/11 – 45.5%), 
nasopharyngitis (4/11 – 36.4%), bronchitis (1/11 - 9.1%) and laryngopharyngitis (1/11 
-  9.1%). 
Table II shows the clinical characteristics, treatment and diagnosis findings of 
the hMPV infected patients related with subtypes. For both the hospitalized patients 
and those assisted in the primary healthcare service there were no significant 
statistical differences among clinical characteristics, treatment and diagnostic 
findings for the different hMPV subtypes. One pediatric patient died due to 
complications associated with the hMPV A2a infection. This patient was 5.1 months 
old, had Down syndrome, has been exposed to passive smoking, and developed a 
secondary bacterial infection on the 23rd day of hospitalization, progressing to death 
from sepsis.  
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DISCUSSION 
 
Human metapneumovirus has been frequently identified as a virus associated 
with respiratory tract diseases in the entire world (Bastien et al. 2003, Cuevas et al. 
2003, Freymouth et al. 2003, Gray et al. 2006, Howe 2002, Madhi et al. 2003, Mirazo 
et al. 2005, Peiris et al. 2003, Rao et al. 2004). We retrospectively assessed the 
presence and clinical importance of hMPV infection as a unique pathogen detected in 
2.9% of ARI in population of Curitiba, southern Brazil, by RT-PCR assay to amplify a 
nucleoprotein gene, which can detect both hMPV genotypes (Biacchesi et al. 2003). 
This is the first study to describe the circulation of all hMPV genotypes in southern 
Brazil. 
Depending on the population studied, prevalence of hMPV as a cause of ARI, 
ranged from 1.5 to 41% (Mahalingam et al. 2006). The present study included 
hospitalized patients and outpatients, and the virus was present in 3.0% and 5.9% of 
the samples, respectively, which is similar to the results reported by other countries 
(Bouscambert-Duchamp et al. 2005, Chano et al. 2005, Cuevas et al. 2003). Primary 
health care services had more cases of hMPV, particularly in 2007 (Cuevas et al. 
2003).  
hMPV was responsible for ARI infection in hospitalized children with the mean 
age of 7.6 months of age (Cuevas et al. 2003) and in patients assisted in the primary 
healthcare service with the mean age of 19.7 years old. According to the results of 
the present study, hMPV caused respiratory disease in all age groups (children, 
adults and elderly) (Rafiefard et al. 2008). In this study there was a higher number of 
male patients, reflecting a higher proportion of ARI in this gender (54.1%). However, 
the incidence of hMPV infection was higher in females (59%). In contrast, some 
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reports showed that hMPV infection is more frequent in males than in females (Gray 
et al. 2006, Mahalingam et al. 2006).  
Most reports show that hMPV co-infections may occur with other respiratory 
virus, mainly hMPV/RSV (Cuevas et al. 2003, Greensill et al. 2003) and studies in 
which only previously negative samples were tested might underestimate the 
percentage of hMPV positive samples (van den Hoogen et al. 2004). This study has 
shown hMPV co-infection with RSV, PIV3, FLU B, FLU A and AdV. hMPV/RSV was 
the most frequent (43.7%) condition. Co-infections were more commonly found in 
children less than one year old (Aberle et al. 2005). Comparison between the 
children hospitalized for only hMPV infection and those with hMPV co-infections, 
showed no significant differences in the clinical manifestations or in final diagnosis 
(Xepapadaki et al. 2004).  Furthermore, these children were breastfed until they were 
at least 6 months old and were not affected by malnutrition or underlying diseases 
that might have contributed to the resolution of the infection (Greensill et al. 2003, 
Mirazo et al. 2005).  
Exact comparisons between the incidence of hMPV and other viruses in this 
study are difficult to make because hMPV was detected by a sensitive molecular 
technique, whereas other viruses were detected by IFA (Stempel et al. 2009). We 
believe that the detection of co-infections and incidence of others viruses may have 
been underestimated. 
In Curitiba, Southern Brazil, in the coldest months of the year, an increased 
number of NPA was collected (Tsuchiya et al. 2005). hMPV is related with winter 
months (van den Hoogen et al. 2004) and here we report that this virus had two 
peaks in the year, one in autumn and another in late winter and spring 
(Bouscambert-Duchamp et al. 2005, Jartti et al. 2002), that correlates with lower 
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temperature months in the referred region (Debur et al. 2007). Generally, the 
presence of the hMPV correlates with rainy seasons, as reported by Cuevas et al. 
(2003), and with temperature decrease. 
In May and June 2007 a higher incidence of hMPV (51.6%) was reported, 
although the hMPV B2 circulated in May and the hMPV B1 subtype circulated in 
June. All genotypes (A and B) of hMPV were detected in the study period. Unlike 
Carneiro et al. (2009), we found that different genotypes can co-circulate during the 
same year, with A1 and B2 hMPV subtypes being detected in August, September 
and October 2006. Matsuzaki et al. (2008) and Oliveira et al. (2009) also reported the 
circulation of A and B genotypes in 2006. Although the study was conducted over 
three consecutive years only, it was observed that at least two hMPV subtypes 
circulated in the same year and occurred in 2006 and 2007, and the hMPV 
genotypes changed after a period of circulation (subtypes A1 and B2 in 2006; 
subtypes B2 and B1 in 2007 and subtype A2a in 2008). Subtype B2 was more 
frequent (47%) and circulated from the 2006 spring to the 2007 spring.  A periodical 
change in the predominant hMPV genotype/subtype has been reported by other 
studies and suggested that antigenic shift may play a role as a mechanism of 
immune evasion (Larcher et al. 2008). Matsuzaki et al. (2008) explain that the 
predominant genotype and the most affected age group may be closely related to 
genotype-specific immune status within a community.  In the present study, it was 
observed the higher incidence of hMPV infection (62.3%) in children younger than 5 
years. Some reports show that at age 5 the seropositivity to hMPV is nearly 100% 
(Ebihara et al. 2004, van den Hoogen et al. 2001], but Larcher et al. (2008) explain 
that there are no data about the duration of immunity or partial immunity to re-
infection with the same isolate or cross protection against closed related hMPV strain  
177 
 
that might explain the detection of hMPV in the adult population, as described in this 
study. 
Boivin et al. (2004) have reported that in children <3 years the hMPV genotype 
A is three times more common than genotype B (Boivin et al. 2004). In addition, 
group B strains occurred more frequently in adults. Rafiefard et al. (2008) reported 
that genotype A was dominant in both age groups. In the present study genotype B 
was prevalent in both age groups. The different results obtained by the referred the 
studies can be explained by the dynamic fluctuations of the two genotypes in 
different countries/continents (Rafiefard et al. 2008). In the study period genotype B 
was the most detected (73%). 
Symptoms of hMPV infection were similar to previous reports (Boivin et al. 
2004, Chano et al. 2005, Cuevas et al. 2003). However, they were too limited to 
determine hMPV infection. The final diagnosis showed that this virus was related with 
lower respiratory tract disease, mainly severe bronchopneumopathy (bronchiolitis, 
laryngotracheobronchitis and bronchopneumonia) (Bouscambert-Duchamp et al. 
2005, Xepapadaki et al. 2004)  in pediatric patients and in the adult population, which 
may cause an influenza-like illness. This conclusion was based on the fact that the 
physicians requested a test to confirm influenza virus diagnosis for all the analyzed 
outpatients (Falsey et al. 2003, Rafiefard et al. 2008). Among the hMPV infected 
patients submitted to HSCT proceedings (mean age of 11.8 ± 6.6 years old), their 
underlying conditions may have contributed to their hospitalization and, in some 
cases, to the evolution to a lower respiratory tract infection, according to a previous 
report in Curitiba city (Debur et al. 2009).  
Previous reports that described the relationship between hMPV genotype and 
disease severity found either no difference (Agapov et al. 2006, Matsuzaki et al. 
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2008) or the development of a more severe infection associated with hMPV genotype 
A (Vicente et al. 2006). No correlation was observed between viral subtype and 
disease severity in the analyzed samples, however a lower number of each hMPV 
subtype was detected in this study involving hospitalized patients and outpatients. 
Further studies comparing more cases of each hMPV subtype are needed to clarify 
whether the hMPV subtype can be related to the severity of the infection or not. We 
suggest that hMPV infection should be routinely investigated in hospitalized patients 
of all age groups to determine the risk of progressing to complications due to the 
occurrence of low respiratory tract infection in this population. 
In conclusion, hMPV has been reported as a respiratory pathogen in all age 
groups. Both hMPV genotypes can circulate in a single season and the predominant 
subtype switches in successive seasons. The disease severity no correlates with 
hMPV subtype in the analyzed samples. Further studies, analyzing more consecutive 
years are needed to determine the rule of hMPV genotypes/subtypes and determine 
its pathogenicity.    
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FIGURES 
 
Fig 1: Clinical unit distribution of the nasopharyngeal aspirates samples submitted to 
the virology laboratory for the detection of respiratory viruses. 
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Fig 2: A neighbor-joining tree resulting from the sequence analysis of hMPV from 
Curitiba during the 2006 - 2008 period and sequences retrieved from GenBank (see 
material and methods) by MEGA v.4. a) Partial F gene. b) Partial G gene. The 
sequences of this study are dotted with a black triangle and named BR-PR followed 
by the number of the samples and year of the sample collection. Only bootstrap 
values higher than 50% are shown. 
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Fig 3: Distribution of hMPV positive samples and its relationship with the average 
daytime temperature and rainfall from January 2006 through December 2008 in 
Curitiba-PR, Southern Brazil. 
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ANEXO 
 
 
Termo de aprovação do estudo no Comitê de Ética do HC-UFPR 
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